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Aus den Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena 


Einige Untersuchungen tiber die Wirkung der Katalase 
bei Actinomyces globisporus streptomyeini (Krass.) 
in Submerskultur 


Von 
J. HUBER und H. WEIDEMANN 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 20. Mai 1960) 


Ks ist bekannt, daB Fe-Ionen den FermentationsprozeB von Strepto- 
mycin nachteilig beeinflussen. MusttKova u. NECASEK (1959) stellten bei 
Streptomyces griseus — Stamm 178 fest, daB zunehmende Eisenkon- 
zentrationen bei schwacher und starkerer Beliiftung verschiedene Wir- 
kungen auf Antibioticumbildung und Wachstum ausiiben. KovAcs u. 
Marxovics (1957) sowie MarKovics u. KovAcs (1957) untersuchten die 
Katalaseaktivitét bei einem anderen Streptomyces griseus-Stamm in 
Oberflichenkuituren und déuBerten dabei die Meinung, daB der Katalase- 
gehalt zur Biosynthese des Streptomycins in einer erkennbaren Relation 
stiinde. Die Autoren gingen von der Annahme aus, da8 im Nahrboden 
vorhandenes H,O, Streptomycin inaktivieren kénne, weshalb sie der 
Katalase eine schiitzende Wirkung fiir das antibiotische Stoffwechsel- 
produkt zuerkannten. 

Es sollte daher untersucht werden, ob diese Aussagen auch fiir Actino- 
myces globisporus streptomycini zutreffen, insbesondere sollte beobachtet 
werden a) wie wirkt Eisen in Submerskulturen auf die Katalase- und 

-Antibioticumbildung bei ungleicher Beliiftung und b) ist eine schiitzende 
Wirkung der Katalase fiir das Antibioticum tatsachlich vorhanden. 


Material und Methode 


Die Anzucht von Actinomyces globisporus streptomycini (Krass.). — LS-1 er- 
folgte in einer Kulturlésung mit 5°/) Glucose, 3,5°/, Sojamehl, 0,25°/) Maisquell- 
wasser (Trockengewicht) und einigen anorganischen Salzen. Als KulturgefaBe dien- 
ten Rundstehkolben mit 500 ml und 750 ml Fassungsvermégen, die mit 80 ml bzw. 
60 ml Kulturlésung gefiillt wurden. Die Kolben wurden nach ihrer Beimpfung mit 
40 Std altem Submersmycel auf einer Rotationsschiittelmaschine 8 Tage bei einer 
konstanten Raumtemperatur von 28°C geschiittelt. Die Sauerstoffmessung erfolgte 
nach der Sulfitoxydationsmethode von CoopErR, FrrnsTRom u. MILLER (1944). Die 
Sauerstoffadsorption betrug in den 500 ml grofen Kolben mit 80 ml Kulturlosung 
0,457 ml O,/Std/ml und in den gréBeren Gefafen mit 60 ml Fillung 0,700 ml O,/Std/ml. 

Die gebildete Streptomycinmenge wurde auf biologischem Wege mit Bacillus 
subtilis im Plattendiffusionstest ermittelt. Die Bestimmung der Katalaseaktivitat 
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erfolgte durch jodometrische Titration in Anlehnung an die Angaben von MaTKo- 
vics u. Kovdos (1957), BrtosErsKi (1956) und Mrpicus-PorTHKe (1958). 1 ml 
einer mycelfrei zentrifugierten Kulturlésung wurde mit 10 ml 0,1 n H,O,-Lésung 
versetzt und auf Eis gekiihlt. Das Unterbrechen der Enzymtatigkeit erfolgte nach 
5 min durch Zugabe von 5 ml 2n H,SO,. Nach dem Zusatz von 2,5 ml 40°/, KJ- 
Lésung wurde mit 0,1n Na,S,0,-Lésung titriert. Als Kontrolle diente eine ent- 
sprechende Menge Kulturlésung, deren Katalase bei 100°C inaktiviert worden war. 
Der Differenzbetrag war so gering, daB er vernachlassigt werden konnte. 


Ergebnisse 


Katalase kann iiberall dort vorkommen, wo die lebenden Zellen ihre 
Energie mittels Atmung gewinnen. Dem Ferment kommt die wichtige 
Aufgabe zu, das im Stoffwechsel gebildete Hydroperoxyd in Wasser und 
Sauerstoff zu zerlegen, des anderen kann nach TauBER (1952, 1953) die 
Katalase noch als Peroxydase wirken. Nach Angaben von BINGOLD u. 
Lane (1955) sollen unter den Mikroorganismen nur obligate Anaerobier 
keine Katalase haben. 

Fiir den Fermentationsproze8 werden in der Industrie teils noch 
Eisenbehalter benutzt, die wahrend der Fermentation Eisenionen an das 
Kulturmedium abgeben und dadurch die Biosynthese der Antibiotica 
stéren kénnen. Da die Katalase ein eisenhaltiges Ferment ist und die 
Aktivitaét des Enzyms maBgeblich vom Spurenelement Eisen beeinfluBt 
wird, sollte der EinfluB des Eisens auf Katalase- und Streptomycinbil- 
dung des Versuchsorganismus bei unterschiedlicher Beliiftungsintensitat 
der Nahrlésung untersucht werden. 

In fiinf Versuchsreihen wurde die Kulturlésung mit zunehmenden 
Mengen Kisen versetzt und unterschiedlich beliiftet. Der Nahrboden ent- 
hielt je Liter 

a) nur Spuren von Eisen, da die verwendeten Einsatzstoffe soweit wie mdglich 
dem héchsten Reinheitsgrad entsprachen (keine Zugabe von Fe**). 
etwa 50 mg Fet+ unter Verwendung technischer Einsatzstoffe. 

100 mg Fet+ 


) 
) 
) 200 mg Fet++ } die Zugabe des Eisens erfolgte als FeSO, - 7H,0. 
e) 400 mg Fet++ 


b 
c 
d 


Die Beliiftungsintensitaét der Nihrlésung wurde variiert, indem ver- 
schieden groBe Anzuchtkolben mit mehr oder weniger Fiillung verwendet 
wurden. 

Die Auswertung der Versuchsergebnisse zeigte, wie in Abb. 1 dar- 
gestellt, da 1. eine intensivere Beliiftung Streptomycin- und Katalase- 
bildung erhdhen, 2. zunehmende Eisengaben unabhangig vom Beliif- 
tungsgrad die Biosynthese des Streptomycins verringern, was jedoch fiir 
die Katalasewirksamkeit nicht in gleichem MaBe zutreffend war. 

Weiterhin konnte beobachtet werden, daB unsere Ergebnisse durch 
Verwendung eines weniger konzentrierten Nahrbodens (2°/, Glucose, 2°/, 
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Sojamehl — und ohne Maisquellwasser) dahingehend abwandelbar waren, 
da mit zunehmendem Fet+-Gehalt die Streptomycin- und Katalase- 
bildung wesentlich starker unterdriickt wurde als oben dargestellt ist. 
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Abb.1. Streptomycin- und Katalasebildung bei zanehmendem Hisengehalt in der Kulturlésung und 
bei unterschiedlicher Beliiftung (gré8ere und kleinere Anzuchtkolben mit 60 bzw. 80 ml Inhalt) 
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Abb.2.a Verlauf der Katalase- und Anti- 

bioticumbildung ohne H,O, (Kontrolle); 

bmit 0,001 m H,0,/1 Kulturlésung — 

Zugabe nach 72 Std; ec mit 0,01m 

H,0,/1 Kulturl6sung — Zugabe nach 
72 Std 


72 6 — 0 THY Std 768 


Marxovics u. KovAcs hatten bei Oberflaichenkulturen eines Strepto- 
myces griseus-Stammes feststellen kénnen, da die Verminderung der 
Katalase nach dem Erreichen eines Spitzenwertes im Nahrboden dem 
Maximum der gebildeten Streptomycinmengen vorausging. Die gleiche 
Beobachtung konnte auch bei uns in Submerskulturen von Actinomyces 


globisporus streptomycini gemacht werden. 
1* 
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Dariiber hinaus war zu bemerken, daB die Maxima der Ferment- und 
Antibioticumbildung zeitlich etwa zusammenfielen (siehe Abb. 2a, b, ¢), 
wenn zu submers wachsenden Schiittelkulturen nach 72 Std_steril- 
filtrierte H,O,-Losung (Gesamtkonzentration 0,001 m und 0,01 m H,0,/1 
Kulturlosung) gegeben wurde. 


Aus den Untersuchungsbefunden ist zu entnehmen, daB 1. die Zugabe 
von Hydroperoxyd zunachst eine schwache Hemmung der Katalase- 
aktivitat in der Kulturlésung bewirkte, anschlieBend jedoch die fermen- 
tative Wirkung in einem MaBe zunahm, wie sie ohne H,O,-Lésung nie 
zu beobachten war. Die Maxima der Ferment- und Antibioticum- 
bildung lagen zeitlich zusammen ; 


2. daB eine H,O,-Konzentration von 0,01 m im Kulturmedium zwar 
eine auffallende Katalasesteigerung, aber auch gleichzeitig eine geringere 
Antibioticumbildung bewirkte. Die Versuche lassen eindeutig den SchluB 
zu, daB eine starke Katalasewirkung keine Bedingung fiir eine hohe 
Streptomycinproduktion zu sein braucht. 


Die Frage beziiglich einer schiitzenden Wirkung der Katalase fiir das 
gleichzeitig in der Kulturlésung vorhandene Streptomycin lieB sich 
experimentell wie folgt beantworten. 


1. H,O, Konzentrationen von 0,5 m, 1 m und 1 °/, in einem mycelfreien 
Kaulturfiltrat mit 3000—3500 IE Streptomycin waren auf das Anti- 
bioticum wirkungslos. Die Zeitdauer der Einwirkung des Hydroperoxyds 
wurde auf 24 Std ausgedehnt, wobei die Lésung bei + 4°C aufbewahrt 
wurde. Die mycelfreie Kulturlésung hatte zur Zeit ihrer Verwendung eine 
hohe Katalaseaktivitat (18 mg H,O, und mehr im ml). Nach 24stiindigem 
Stehen konnten nur noch geringe H,O,-Mengen nachgewiesen werden, 
d. h. daB der gréBte Teil des H,O, zersetzt worden war. Der verbliebene 
geringe Rest stérte den biologischen Test zur Mengenbestimmung des 
Streptomycins mit Bacillus subtilis in keiner Weise. 


2. In einem Kulturfiltrat mit einer Streptomycinmenge von ebenfalls 
3000 —3500 LE wurde die Katalase durch kurzes Aufkochen im Wasser- 
bad inaktiviert und eine H,O,-Konzentration von 0,1 m eingestellt. Nach 
24stiindigem Stehen bei + 4°C war ebenfalls keine Verminderung des 
Antibioticums zu beobachten. Eine héhere H,O,-Konzentration in der 
Nahrlésung konnte nicht gewahlt werden, da sonst im Plattendiffusions- 
test fehlerhafte Werte zustande gekommen waren. 


Aus diesen Untersuchungen ist zu entnehmen, daB Hydroperoxyd 
unter den genannten Versuchsbedingungen die Streptomycinmenge nicht 
verringert. Die Annahme einer Schutzwirkung der Katalase gegeniiber 
Streptomycin, das méglicherweise durch Hydroperoxyd in der Kultur- 
lésung zerstért werden kénnte, ist demzufolge unbegriindet. 
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Diskussion 


Es war zu beobachten, daB Actinomyces globisporus streptomycini in 
Schiittelkolben und in Produktionstanks eine hohe Katalaseaktivitat 
neben seiner streptomycinbildenden Eigenschaft entwickelte. Die An- 
wesenheit von Streptomycin stérte die Katalasebildung des Fermen- 
tationsprozesses nicht. Die zeitweise in den GroBtanks aufgetretenen 
Fremdkeime — meistens handelt es sich um grampositive Staibchen — 
(ihre systematische Zugehérigkeit wurde nicht ermittelt) erwiesen sich 
ebenfalls als stark katalaseaktiv. Auf sie hatte das Streptomycin bis zu 
einer Konzentration von 10000 IE auch keine Wirkung. Wir betonen 
diese Befunde mit Nachdruck, da Brncotp u. Lana (1955) die Vermutung 
auBerten, daB der antibiotische Effekt (auch der des Streptomycins) 
wohl in der Hauptsache auf der Blockierung der fiir das Zelleben und die 
Zellvermehrung notwendigen Fermentsysteme beruht. In diesem Zu- 
sammenhang wird gesagt: ,,Unter diesen Fermentsystemen spielt die 
Katalase sicher eine bedeutende Rolle, wenn auch nicht die einzige.‘ 
(Siehe Brncotp u. Lane 1955, 8. 367). Da Antibioticum und Katalase 
von unserem Versuchsorganismus nebeneinander gebildet werden und die 
unerwiinschten Fremdkeime (Stébchen) in der Fermentationsfliissigkeit 
ebenfalls stark katalaseaktiv waren, kann weder von einer Blockierung 
der Katalase durch Streptomycin bei dem Streptomyceten noch bei den 
als Mischinfektion aufgefundenen stabchenformigen Bakterien die Rede 
sein. UECKER (1955) konnte mit Streptomycin bei Mycobakterien eben- 
falls keine Hemmung der Katalase feststellen. 


Zusammenfassung 

Die durchgefiihrten Versuche haben gezeigt, da Actinomyces globi- 
sporus streptomycint LS-1 in Submerskultur stark katalasewirksam war. 
Die héchste meBbare Aktivitaét der Katalase ging dem Maximum der 
Streptomycinproduktion voraus. 

Zanehmende Hisenkonzentrationen, die mehr als 50—100 mg Fe**/l 
Kulturlésung betrugen, hemmten sowohl die Katalase als auch die 
Streptomycinbildung. 

In stark beliifteten Kulturen stieg die Katalase- und die Streptomycin- 
bildung. 

Eine kiinstlich gesteigerte Katalaseaktivitat ging nicht mit einer 
intensiveren Biosynthese des Streptomycins parallel. 

In einer katalaseaktiven Kulturlésung konnte zugegebenes H,O, das 
gleichzeitig in der gleichen Kulturlésung vorhandene antibiotische 
Stoffwechselprodukt nicht unwirksam machen. 

In katalaseinaktiver Kulturlosung war bei einer gleichbleibenden 
Konzentration von 0,1 m H,O, ebenfalls keine Abnahme der Strepto- 
mycinwirksamkeit in dem Kulturfiltrat zu beobachten. 
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Aus dem Hygiene-Institut der Johannes Gutenberg-Universitiat Mainz 


Der Einflu8 von niederen Wechselstrémen 
auf die Biosynthese der Gluconsiiure 
durch Aspergillus niger in submerser Kultur 


Von 
SVEN CARLSON 


(Hingegangen am 28. Mai 1960) 


In friiheren Versuchen konnte festgestellt werden, da8 unter dem 
Einflu8 niederer Wechselstréme eine vermehrte Stoffwechseltatigkeit 
der Mikroorganismen einsetzt (KiLIEWE 1952, 1953; Gi~LIssEN 1951, 
1952a, 1952b, 1952c, 1953; Cartson 1952, 1953a, 1953b, 1954, 1958, 
1960a, 1960b, 1960c; WENDEL 1957). 

Unbeantwortet blieb hierbei die Frage des Wechselstromeinflusses auf 
den Ablauf oxydativer Garungen durch Schimmelpilze in submerser 
Kultur. Die Bildung der in chemischer und pharmazeutischer Hinsicht 
wichtigen d-Gluconsaure durch Aspergillus niger schien uns hierfiir ein 
geeignetes Versuchsmodell zu sein. 

Seit langem ist die Fahigkeit von Mikroorganismen, besonders aus der 
Gruppe der Essigséurebakterien, Gluconséure durch Oxydation der 
Glucose zu bilden, bekannt. Fiir ihre Synthese in Schimmelpilzkulturen 
finden sich in der friiheren Literatur keine Anhaltspunkte. Erst 1922 
wurde in der Kulturfliissigkeit des Aspergillus niger eine Séure nach- 
gewiesen, die ein lésliches Calciumsalz bildete (BuTKEwiTscH 1922). Inden 
folgenden Jahren wurde diese Beobachtung mehrfach bestatigt, jedoch 
stellte man die verschiedensten Theorien hinsichtlich der Entstehung der 
Gluconsaure auf (BuTKEWITSCH 1922, 1923b, 1923c; MotiiarD 1922). 
Den Mikrobiologen interessieren vor allem die kulturellen Bedingungen 
der Gluconsadurebildung und zwar die Vorziichtung des gewahlten 
Schimmelpilzstammes, das Mycelgewicht, die Reaktion der Kultur- 
fliissigkeit, der Einflu8 der Nahrsalze und der Temperatur, sowie die 
Wahl der Kohlenhydratquellen. Zahlreiche Autoren (BERNHAUER 1926, 
1928a, 1928b, 1928c; BurKEwitscH 1922, 1923a, 1923b, 1923c, 1924; 
Fatok 1924; Kern 1948; Motrrarp 1924a, 1924b), die sich mit diesen 
Untersuchungen befaBten, wahlten fiir das Pilzwachstum die Ober- 
flachenkultur. Dieses Verfahren hat aber grofe Nachteile, denn die an 
der Oberfliche des Nahrmediums sich ausbreitende Myceldecke stebt nur 
mit einem geringen Teil der Kulturfliissigkeit in Verbindung und die 
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Saéureanhaéufung unter der Myceldecke verlangsamt den Garablauf. Es 
wurde deshalb versucht, die Gluconsiureproduktion bei einer submersen 
Pilzanziichtung durchzufiihren (CURRIE 1933; HERRICK 1935; May 1934; 
Scureyver 1931; Tures 1930; Wetts 1930). Diese Untersuchungen 
zeigten, daB der EinfluB des Luftstromes, des Luftdruckes und der 
Rotationsgeschwindigkeit des Mycels die Biosynthese der Gluconsaure 
entscheidend beeinfluBt. 


Die Umwandlung der Glucose in Gluconsiure ist eine einfache Oxy- 
dation der Aldehydgruppe zu einer Carboxylgruppe. Diese Uberfiihrung 
kann auch durch ein zellfreies Enzym — die Glucoseoxydase — statt- 
finden, die in ihrer Wirkung jedoch streng py-abhangig ist (FRANKE 1937, 
1939, 1944; MiLiEr 1926, 1928, 1929, 1936, 1940, 1941). Bereits lange 
bevor man die Gluconsdure kannte, war die Oxydasewirkung des 
Aspergillus niger-PreBsaftes nachgewiesen worden (Maxtmow 1904). Auf 
Grund des biochemischen Verhaltens dieses Enzyms spricht man heute 
statt Glucoseoxydase besser von Aerodehydrogenase. 1952 wurde sie in 
zwei Arten getrennt, da sich in ihrer Aktivitat ein starker Unterschied 
gegeniiber der «- und f-Glucose bemerkbar machte. Identisch mit der 
Glucoseoxydase bzw. Aerodehydrogenase ist eine in Penicilliwm- und 
anderen Pilzkulturen nachgewiesene bactericide Substanz, die zunachst 
als Antibioticum angesprochen wurde. Ihr Wirkungsmechanismus 
beruht jedoch auf der Freisetzung des bactericid oder bacteriostatisch 
wirkenden Wasserstoffsuperoxyds (COULTHARD 1942, 1945; Hrrscnw 1949; 
Kernin 1946, 1948a, 1948b; Ropers 1949). 


Methodik 


Die Gluconsiureversuche wurden in 2000 ml fassenden Kolben durchgefiihrt, die 
jeweils mit einem Riihrwerk versehen waren. Zur Beliiftung des Kulturmediums 
enthielt jeder Kolben am Boden einen Jenaer Glassinterfilter G4. Die Luftmenge, die 
stiindlich durch das Medium perlte, betrug 101. Das Rithrwerk war auf 80 Um- 
drehungen je Minute eingestellt. An das RithrwerkgefaB waren nach oben drei Glas- 
stutzen angeschmolzen, durch die zwei sich gegeniiber liegende reine Kohleelektro- 
den in das Medium eingefiihrt wurden, die ungefahr 5 em Eintauchtiefe und 1 em 
Starke hatten. Auf den dritten Stutzen wurde eine Kiihlschlange gesetzt, die das 
verdunstete Wasser des Nihrmediums durch die Beliiftung in den Kolben zuriick- 
leitete. Als Stromquelle diente das Wechselstromnetz unter Verwendung eines Vor- 
schaltwiderstandes., In jedem Versuchsansatz wurde mit drei RiihrwerkgefaiBen 
gearbeitet, durch zwei wurde ein elektrischer Strom geleitet, wihrend das dritte 
GefiB als Kontrolle diente. Jeder Kolben enthielt 11 Naihrmedium, das mit 1 ml 
Pilzsporenmaterial beimpft wurde. Die Giirtemperatur betrug konstant 28°C und 
wurde durch einen Thermostaten geregelt. 


Die Anziichtung des Sporenmaterials erfolgte in einer Kolleschale auf einem 
Melassenihrboden, Um eine gleichmiBige Verteilung der Pilzsporen fiir die Be- 
impfung des Nahrmediums zu erreichen, wurden die Pilzsporen mit 500 ml Aqua 
dest. unter kraftigem Schiitteln abgeschwemmt. 
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Zusammensetzung des Naihrmediums: 300g Glucose; 3g Ammoniumsulfat; 
3g Kaliumdihydrogenphosphat; 0,75 g Magnesiumsulfat; 3 ml Cornsteep-Liquor 
oder 3 ml KartoffelpreBwasser ad 3000 ml Aqua dest. Dieses Nahrmedium wurde 
45min im Dampftopf aufgekocht, erhielt anschlieSend 9mln-NaOH, wurde 
filtriert und erneut 1/, Std im Dampftopf gekocht. Der py-Wert des fertigen Nahr- 
bodens soll 6,4—6,5 betragen, was vielfach noch eine py-Korrektur durch Zugabe 
von 3—5 ml n-NaOH erforderte. 

Die Zuckerbestimmung des Nahrmediums erfolgte nach der Methode von 
BERTRAND. 

Die Bestimmung des Calciumgluconats. Der Garlauge wurde zu ver- 
schiedenen Zeiten, die sich nach dem Sauregrad der Lésung richteten, Calcium- 
carbonat zur Bindung der gebildeten Gluconsdure zugesetzt. Das entstehende 
Calciumgluconat erfaBten wir nach folgender Analyse quantitativ: 10 ml Garlauge 
wurden unter Kochen und Phenolphthaleinzusatz mit Calciumcarbonat neutralisiert 
und anschlieBend filtriert. 5 ml der filtrierten Garlauge wurden in ein Zentrifugen- 
glas tberftihrt und in einem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Die siedende Garlauge 
versetzten wir mit heifer Ammon-Oxalat-Lésung und fiigten etwas Ammoniak 
hinzu. Das hierbei ausgefallte Calciumoxalat wurde abzentrifugiert, ausgewaschen, 
in 20°/,iger heiBer H,SO, gelést und mit n/10 KMn0O, titriert. 1 ml n/10 KMnO, 
entspricht 2,004 mg Ca. Das in der Garlauge enthaltene Calciumgluconat wurde auf 
Grund der Calciumbestimmung ermittelt. 


Gluconséure-Girversuche 

Von entscheidender Bedeutung fiir den Garablauf ist die Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Versuch 1 wurde deshalb ohne Wechselstrom und 
ohne Bindung der gebildeten Gluconsaure an Calciumcarbonat angesetzt 
und der Garverlauf verfolgt. Dabei zeigte sich, daB bei Erreichung eines 
pu-Wertes von 2,5 die enzymatische Tatigkeit des Aspergillus niger voll- 
standig aufhérte, wobei schon nach 40 Std bei einem py von 3,9 die Gar- 
geschwindigkeit durch Inaktivierung der Aerodehydrogenase erheblich 
nachlieB. Der giinstigste Aktivitatsbereich dieses Enzyms liegt nach 
Versuch 1, wie es bereits von MULLER (1936) in seinen Versuchen iiber 
die Glucoseoxydase festgestellt wurde, zwischen py 5,5 und 6,5. Auf 
Grund dieses Ergebnisses wurde in den folgenden Versuchen dem Nahr- 
medium zur Bindung der Gluconsaure Calciumcarbonat zugesetzt. 

In den weiteren Untersuchungen erfolgte die Gluconsauregarung unter 
verschiedenen Stromstarken, Volt- und Frequenzzahlen im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle. Ergebnisse der Versuche 2—6 siehe Tab.1. 
Aus diesen Versuchsergebnissen geht hervor, daB unter dem EinfluB 
niederer Wechselstréme bei der oxydativen Gluconsauregérung durch 
Aspergillus niger-Kulturen eine Steigerung des Gesamtstoffwechsels zu 
beobachten ist. Diese Beschleunigung der enzymatischen Tatigkeit kann 
verschiedenen Ursprungs sein. Bekanntlich ist die Gargeschwindigkeit in 
hohem Mafe von der Temperatur abhangig. Es wurde deshalb bei der 
Versuchsdurchfiihrung groBte Sorgfalt darauf verwendet, da die Gar- 
temperatur in den behandelten und unbehandelten GefaBen konstant 
28°C betrug. Den Verlauf der Gluconséuregérung bestimmten wir durch 
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die Menge des entwickelten Calciumgluconats und durch die Abnahme 
des eingesetzten Zuckers. Betrachtet man in der Tab. 1 die Gluconsaure- 
bildung und die Zuckerabnahme der strombehandelten Kulturen und 
vergleicht sie mit den unbehandelten Kontrollen, so macht sich eine 
starke Beschleunigung des Garverlaufes wahrend der ersten Halfte des 
Versuchsablaufes bemerkbar. Zur besseren Ubersicht ist der Zuckerver- 
brauch und die Calciumgluconatbildung eines jeden Versuches in der 
Tab. 2 innerhalb der jeweiligen Bestimmungszeiten prozentual ange- 
geben. 

Aus Tab.2 ist zu entnehmen, daB die anfanglich hohe Differenz 
zwischen Versuch und Kontrolle hinsichtlich Zuckerabbau und Calcium- 
gluconatzunahme immer kleiner wird und der Garverlauf unter der 
Strombehandlung gegen Versuchsende unter den Werten der Kontrolle 
bleibt. Auf Grund des im Naéhrmedium enthaltenen Zuckers muB also 
am Garungsendpunkt die gebildete Gluconsaéure des Versuchs und der 
Kontrolle gleich sein. Der Abbau der letzten Zuckerprozente im Nahr- 
medium geht jedoch infolge der héheren Gluconsaéurekonzentration und 
evtl. anderer Pilzstoffwechselprodukte sehr langsam vor sich. Dieser 
Zeitpunkt der verlangsamten enzymatischen Tatigkeit des Pilzmycels ist 
unter der Strombehandlung wesentlich friiher erreicht als in den unbe- 
handelten Kontrollen. Bei einer Gegeniiberstellung des prozentualen 


Tabelle 1. Gluconsdure-Gdrversuche 2—6 


Versuch 2 Versuch 3 
Sinden 20 mA, 1,8 V, 50 Hz 30 mA, 3 V, 50 Hz 
Vv Vv Vv the a K 
40 A 6,5 6,4 7,6 5,2 5,0 5,8 
B 6,9 6,5 7,6 6,0 5,9 8,6 
Cc 2,5 2,7 1,9 3,1 3,2 ya 
D 10,0 10,0 10,0 — — — 
48 A 6,2 6,0 6,9 6,2 6,1 6,7 
B 4,1 4,0 6,0 3,5 3,2 6,7 
C 4,6 4,7 3,2 5,0 5,3 2,6 
D 5,0 5,0 5,0 10,0 10,0 10,0 
60 | A 6,1 5,9 6,9 6,0 5,9 6,4 
B 1,3 1,1 3,5 1,8 1,6 4,7 
C 6,8 7,0 5,1 6,4 6,6 4,1 
D 10,0 10,0 10,0 5,0 5,0 5,0 
72 A 5,9 5,8 6,4 6,5 6,3 7,0 
B 0,3 0,2 1,8 0,8 0,65 2.2 
C 7,6 At 6,65 7,2 Heck 6,1 
D — _ — 10,0 10,0 10,0 
88 A 5,7 Del. 5,9 6,3 (ail 6,4 
B 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,8 
C 7,8 7,8 7,65 7,8 7,8 he 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


Versuch 4 Versuch 5 Versuch 6 


Stunden 40 mA, 3,5 V, 50 Hz 60 mA, 4,8 V, 50 Hz 100 mA, 8 V, 50 Hz 
v Vv Vv Vv Vv K 
5 ee co Be I OS ee ee 

40 A 6,41 65 | 7,6 
B 6.tot 6.0.8.0 
C SOs our iG 
D 5,0 | 5,0 | 5,0 

48 ae eet Peete os eho!) 72 | 6.0 |. 6.2 | 5,7 
BT 50 erat td B89 6846.5 ~~ 8 
OSs) 37 ero a eo eo oe or toe 
D | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 

60 Acls-6.4l| 6,6 | 7,24) 5.7 | 87 | 64s] 62.1 64 |5,9 
Eig 2.0er 8.0.) te3al Si) 3,0 ped Gale be! 65 lend.6 
Gs 5.60 SB 2 e es 84) 4 SB 34 hod 
i ie Oe me a ae Es = 5,0 | 5,0 | 5,0 

72 A $2531) 66.) 6.6 te 64°64") 6.941 60 |. 6,0 |05,6 
ee LS eee Api) Oe ae 38 abet 
Gib) 665) 460i. 63 | 16 | (6.27 | 25a |) 5.0" eet 
D 10,0 | 10,0 | 10,0] 5,0 | 5,0] 5,0 

88 AO 6A) 8.8 P16 boi Beh oe 8s 6.2 ees eK Bt eS 
Bh 04:6 65 | 24/1 04 0s-| Wer Low 09 tees 
Meese | 5,87) 7301 oes | Sl 6 70 jars 
1 5,04 64) 80h = = 5,0 | 5,0 | 5,0 

95 A 5,8 | 5,8] 5,7 
B 0,25) 0,2 | 0,0 
C is OM Mls os ae py 


Zeichenerklarung: V = Versuchswert, K = Kontrollwert, A = py-Wert, B = Rest- 
zucker in Prozent, C = Ca-Gluconat in g/100ml, D= CaCO,-Zugabe in Gramm. 


Zuckerabbaues muB daher auf Grund der anfadnglichen Beschleunigung 
_der Stromkulturen gegen Versuchsende die unbehandelte Kultur in 
ihrem Zuckerabbau iiberwiegen. Als giinstigste Stromstarke erwies sich 
30—40 mA, wahrend bei 100 mA, entsprechend dem Arndt-Schultze- 
schen Gesetz, sich bereits eine Hemmung der enzymatischen Tatigkeit 
gegentiber der unbehandelten Kontrolle bemerkbar machte. Die ersten 
Calciumgaben erfolgten in den Versuchen 2—6 nach 40—48 Std. Nach 
88—95 Std waren die Versuche abgeschlossen. 

Wegen der guten Garbeschleunigung bei 30—40 mA wurden diese 
mA-Zahlen in den Versuchen 7 und 8 beibehalten, jedoch erfolgte die 
erste Calciumcarbonatzugabe hier nach 20—25 Std. Ergebnisse siehe 
Tab.3. Die friihere Calciumcarbonatzugabe fiihrte in den Versuchen 
7 und 8 zu einer schnelleren Beendigung der Garzeit und zwar nach 60 
bis 70 Std. Die Garbeschleunigung unter der Strombehandlung blieb 
erhalten, was gegeniiber der Kontrolle eine optimale Garzeitverkiirzung 
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von ungefahr 25°/, bedeutete. Zur besseren Ubersicht sind fiir die Ver- 
suche 7 und 8 der Zuckerabbau und die Calciumgluconatzunahme 
prozentual zwischen den jeweiligen Bestimmungszeiten in Tab. 4 wieder- 
gegeben. 


Tabelle 2. Zuckerabbau und Ca-Gluconatbildung in den Versuchen 2—6 


Zeitdauer Versuch Versuch Kontrolle 
Zucker- Calcium- Zucker- Calcium- Zucker- Calcium- 
Stunden abbau Gluconat Gluconat abbau Gluconat 
"lo g "lo g 

Versuch 2 — 20 mA — 1,8 V — 50 Hz 

0—40 31 2D 35 20 24 1,9 
40—48 28 2,1 25 2,0 16 1:3 
48—60 28 2,2 29 2,3 25 1,95 
60—72 10 0,8 9 0,7 17 1,4 
72—88 3 0,2 2 | 0.1 15 1 Mi 
Versuch 3 — 30 mA — 3 V — 50 Hz 

0—40 40 3,1 41 3,2 14 Gi 
40—48 25 1,9 27 2,1 19 1,5 
48—60 17 1,4 16 3 20 1,5 
60—72 10 0,8 9,5 0,7 25 2,0 
72—88 8 0,6 6,5 0,5 14 1,0 
Versuch 4 — 40 mA — 3,5 V — 50 Hz 

0—48 50 3.8 48 Shy 16 1,2 
48 —60 23 1,8 22 1,8 21 hee 
60—72 14 itl 15 1,1 22 17 
72—88 9 0,8 10 0,7 1a 152 
Versuch 5 — 60 mA — 4,8 V — 50 Hz 

0—40 39 3,0 41 352 20 1,6 
40—48 14 1 11 0.8 5 ba aes 
48 —60 16 1,2 18 1,4 AG, 1,2 
60—72 14 1,0 13,5 Hae 26 2,1 
72—88 13 1,0 13,5 1,0 14 1,0 
Versuch 6 — 100 mA — 8 V — 50 Hz 

0—48 if 2,8 35 2,7 42 3,2 
48 —60 11 0,8 10 0,7 12 0,9 
60—72 18 1,4 20 1,6 25 2,0 
72—88 24 129 26 2,0 18 1,4 
88—95 viaT 0,6 7 0,5 3 0,2 


Wegen der anfanglich starkeren Zuckerabnahme und Calciumgluconat- 
zunahme wurde — wie in den friiheren Versuchen — gepriift, ob die 
Steigerung der enzymatischen Tatigkeit mit einer staérkeren Vermehrung 
des Pilzes verbunden ist. Eine Mycelgewichtserhéhung, die iiber die 
biologische Fehlerbreite hinausging, konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt 
des Garablaufes in den strombehandelten GefaBen festgestellt werden. 
Von weiterem Interesse war, ob dieser strombehandelte Aspergillus niger- 
Stamm bei Uberimpfung auf ein frisches Nahrmedium auch ohne weitere 
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Strombehandlung die gesteigerte enzymatische Tatigkeit beibehalt. Als 
Ausgangskultur wurde neben einer unbehandelten Kontrolle eine 
50 Std alte, submers geziichtete Aspergillus niger-Kultur, die unter dem 


Tabelle 3. Gluconsdure-Gdrversuche 7 und 8 


Versuch 7 Versuch 8 
Stunden 30 mA, 3 V, 50 Hz 40 mA, 3,5 V, 50 Hz 
V V K Vv Vv K 
| 

24 A 6,2 6,2 6,4 5,8 5,8 7,2 
B 7,0 7,2 951 5,9 6,0 9,0 

C 2,4 22, 2.5 Se ool 0,8 

D 7,0 7,0 7,0 8,0 8,0 8,0 

40 | A 5,9 5,9 6,3 BT 3.6 5,4 
B 4,3 4,4 we 2,7 2,5 6,5 

C 4,5 4,3 2,8 oad 5,8 2,8 

D 5.0 5,0 5,0 8,0 8,0 8,0 

48 A 6,3 6,2 6,9 5,4 533 6,4 
B Sal 3,0 5,9 1,2 1,0 4,8 

C 5,4 5,5 3,9 6,8 7,0 41 

D 5,0 5,0 5,0 8,0 8,0 8,0 

64 A 6,3 6,4 5,9 {55 45) 5,4 6,2 
B 0,65 0,6 2,7 0,25 0,2 1,8 

C 7,3 7,4 6,4 7,6 7,6 6,5 

D = —_ os aN a= == 


Zeichenerklarung: V = Versuchswerte, K = Kontrollwerte, A=py-Wert, B= 
Restzucker in Prozent, C = Ca-Gluconat in g/100 ml, D = CaCO,-Zugabe in Gramm. 


Tabelle 4. Zuckerabbau und Ca-Gluconatbildung in den Versuchen 7 und 8 


Zeitdauer Versuch Versuch Kontrolle 
Calcium- Zucker- Calcium- Zucker- Calcium- 
Stunden Gluconat Gluconat abbau Gluconat 
ly g 
Versuch 7 — 30 mA — 3 V — 50 Hz 
0— 24 30 2,4 28 232 ) 1,0 
24—40 27 2.1 28 eit 22 1,8 
40—48 12 0,9 14 1,2 14 1,1 
48 — 64 24 1,9 24 1,9 32 1,5 
Versuch 8 — 40 mA — 3,5 V — 50 Hz 
0— 24 32 2,5 33 2,6 14 ih 
24—40 31 2,4 8 0,6 25 2,0 
40—48 26 3,1 0,09 0,1 24 1,8 
48— 64 8 0,7 0,02 0,0 13 1,0 


EinfluB von 40 mA Wechselstrom gestanden hatte, gewahlt. Nach Uber- 
tragung auf einen neuen gleichprozentigen N ahrboden waren jedoch der 
Zuckerabbau und die Calciumgluconatzunahme in beiden Kulturen 
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annihernd gleich. Demnach kann angenommen werden, da der stimu- 
lierende Effekt nur solange anhalt, als Strom durch die Kulturen geleitet 
wird. Es kam nicht zu einer Bildung von mutiertem Mycel. 


Die Versuche 9, 10 und 11 wurden bei gleicher Versuchsanordnung, 
jedoch unter Variierung der Frequenz des Wechselstromes durchgefiihrt. 
Zur Frequenzinderung wurde ein RC-Generator verwandt. Diese Unter- 
suchungen sollten klaren, ob mit einer Frequenzerniedrigung auf 30 Hz 
und den damit stairkeren Elektrolyseerscheinungen eine Steigerung der 
Biosynthese der Gluconsaure gegeniiber einer Frequenz von 50000 und 
100000 Hz verbunden ist, bei denen eine Elektrolyse nicht mehr erwartet 
werden kann. Ergebnisse der Versuche 9, 10 und 11 siehe Tab. 5. 


Aus Tab.5 ist ersichtlich, daB bei 30 mA und 30, 50000 und 100000 Hz 
keine weitere Beschleunigung der Biosynthese der Gluconsaure eintritt ; 
wahrscheinlich ist deshalb die Elektrolyse nicht fiir die beschleunigte 
Gluconsaurebildung verantwortlich. Erwahnt sei jedoch, daB die elektro- 
lytische Wirkung des Wechselstromes in der gewahlten GréBenordnung, 
die z.B. in der Chemie nicht beriicksichtigt zu werden braucht, den Ablauf 
der empfindlichen Biosynthese beeinflussen kann. 


In Tab.6 ist der prozentuale Zuckerabbau und die Gluconsaure- 
zunahme der einzelnen Bestimmungen wiedergegeben. 


Vergleicht man die Analysenergebnisse der Versuche mit denen der 
Kontrolle, so ist wie in anderen von uns durchgefiihrten Wechselstrom- 
versuchen an Mikroorganismen auffallend, da die Steigerung des Gar- 
prozesses bis zur vermehrten Bildung von Stoffwechselprodukten aus- 
gepragt ist und die Kontrollwerte haufig um 100°/, iibertrifft. In den 
Versuchen 9, 10 und 11 ist das Calciumcarbonat zur Bindung der im 
Nahrmedium enthaltenen Gluconsiure mehrfach erst dann zugesetzt 
worden, als die fermentative Gluconsiurebildung durch die Aerodehydro- 
genase bereits weitgehend gehemmt war; das Optimum der Ferment- 
wirkung liegt namlich in einem py-Bereich zwischen 5,5 bis 6,5. Dieser 
verspitete Calciumcarbonatzusatz erfolgte, um zu priifen, ob unter dem 
Wechselstromeinflu8 die fermentative Gluconsdurebildung auch noch 
bei niederem py vonstatten geht. Nach den Ergebnissen der Versuche 
9, 10 und 11 scheint dies der Fall zu sein, weil die py-Werte im Gegensatz 
zur unbehandelten Kontrolle wesentlich niedriger liegen und nachweislich 
auf einer vermehrten Gluconsiureproduktion beruhen. Diese Ergebnisse 
stehen mit unseren Ergebnissen der Versuche zur Klérung des Wirkungs- 
mechanismus der Wechselstromstimulierung in der Warburg-Apparatur 
in Kinklang (Cartson 1958). Auch in diesen Versuchen zeigte sich — 
ahnlich wie bei den Citronensiure-Giirversuchen (CARLSON 1960c) —, 
dafi die Wechselstrombehandlung fiir mikrobiologische Stoffwechsel- 
ablaufe besonders dann geeignet ist, wenn sie nicht optimal ablaufen. 
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Tabelle 5. Gluconsture-Gdrversuche 9, 10 und 11 


Versuch 9 
30 mA, 3,5 V, 30 Hz 


Versuch 10 
30 mA, 2 V, 50000 Hz 


Versuch 11 


Stunden 30 mA, 1,5 V, 100000 Hz 


Vv K 
ne ed 
A 3,8 3,6 2,4 2,5 Op: 3,3 
20 B 8,87 9,67 = 8,1 9,4 
C — — a a pa we 
D — 5,0 5,0 7,0 7,0 
A 3,5 5,7 
eet Re = = 
C = m2 
D 5,0 5,0 
A 2,34 3,11 5,2 6,0 5,11 5,6 
25 B 4 9,00 5,6 7,68 7,34 8,64 
C = 4 3,0 1,4 2,0 1,40 
D 7,0 7,0 = ak a ed 
A 4,8 5,0 
B 5,2 7,48 
ety e 3,4 1,95 
D 7,0 7,0 
A 5,6 5,95 
B 5,2 ig 
#8 a 4,8 2,5 
D = =e 
A 22 8 
B 4,74 6,92 
n C 4,9 3,0 
D 5,0 5,0 
A 5,64 5,53 2,6 5,35 
40 B 2,88 6,51 5,92 7,4 
G 8,41 6,08 4,26 2,86 
D 5,0 5,0 5,0 5,0 
A 4,95 5,25 
B 2,8 4,5 
6 8 7,8 5,0 
D ie ag —_ 
A 5,6 5,72 4,4 4,4 3,1 5,0 
48 B 1,78 4,47 0,8 3,2 2,5 4,2 
C 10,09 8,81 10,5 5,77 7,4 5,8 
D od. re = ie 5,0 5,0 
eas Pee | :o-358 
B 1,94. 3,24 
s C 8,8 ret 
D — — 
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Tabelle 6. Zuckerabbau und gebildetes Ca-Gluconat in den Versuchen 9, 10 und 11 


Sven CARLSON: 


Zeitdauer Versuch Kontrolle 
Zucker- Calcium- Zucker- Calcium- 
Stunden abbau Gluconat abbau Gluconat 
lo g "lo g 

Versuch 9 — 30 mA — 3,5 V — 30 Hz — RC-Generator 

0—20 14,71 _— 7,02 -- 
20—25 10,09 — 6,44 — 
25—40 47,50 8,41 23,95 6,08 
40—48 10,57 1,68 19,61 2,03 
Versuch 10 — 30 mA — 2 V — 50000 Hz — BC-Generator 

0—20 — — = = 
20—23 — = = — 
23—25 . 4,16 3 27,54 1,4 
25—27 3,02 0,40 1,89 0,55 
27—29 0,57 1,40 3,40 0,55 
29—31 4,52 0,10 1,89 0,54 
31—44 18,67 2,95 22,45 1,97 
44—48 18,86 2,65 12,26 0,71 
Versuch 11 — 30 mA — 1,5 V — 100000 Hz — RC-Generator 

0—20 27,19 _ 11,78 — 
20—25 7,66 2,08 747 1,40 
25—40 13;27 2,18 11,58 1,46 
40—48 31,96 3,14 29,90 2,94 
48 —64 5,23 1,40 8,97 1,41 

Zusammenfassung 


Unter dem Einflu8 von niederen Wechselstrémen trat bei der bio- 
synthetischen Gluconsiurebildung durch Aspergillus niger in submers 
geziichteten und beliifteten Kulturen eine vermehrte Gluconsaure- 
produktion ein. Die Beschleunigung der Biosynthese war in den ersten 
Stunden sehr groB und betrug bei optimalen Stromstarken etwa 100 bis 
200°/, mehr als in der unbehandelten Kontrolle. Im weiteren Verlauf 
sank die Geschwindigkeit des Garablaufes wegen der vermehrten Saure- 
produktion. Eine Anderung der Frequenz des Wechselstromes von 
50 Hz auf 30, 50000 und 100000 Hz fiihrten ebenfalls zu einer Gar- 
beschleunigung, so dal} Elektrolyseerscheinungen hierfiir nicht verant- 
wortlich gemacht werden kénnen. Strombehandelte Kulturen, die auf ein 
neues Medium iiberimpft wurden, behielten ihre gesteigerte enzymatische 
Tatigkeit nicht bei. Unter der Wechselstromstimulierung fand die 
Gluconsaurebildung auch noch bei niederen py-Werten vermehrt statt, 
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Beobachtungen bei der Einwirkung von Kupfer-H-fonen 
und Queeksilber-H-Ionen auf Conidien von 
Fusarium decemeellulare 


Von 
HELMUT MEYER 


2 Mit 9 Textabbildungen 
(Lingegangen am 11. Juni 1960) 


Bei Untersuchungen der fungiciden Wirkungen von Schwermetall- 
salzen in Kombinationen mit kolloidalem Schwefel (MreyER 1960) 
konnte ich einige Beobachtungen zur Angriffsweise der Schwermetalle 
machen, die hier besprochen werden sollen. Die Frage, was beim Zu- 
sammentreffen von Schwermetallsalzen mit dem biologischen System 
Zelle (Spore) zu erwarten ist, wurde oft gestellt. Dabei war es immer ein 
Hauptproblem, ob sich besondere Vorgange an der Oberflache des Pilz- 
organes abspielen. Man neigt vielfach sogar dazu, die Oberflachen der 
Sporen als eigentliche Wirkungsorte der ,,Schwermetallionen an- 
zunebmen (vgl. Horsra 1956). 

Als Hinweis fiir eine Adsorption an der Oberflache wird angesehen, daB 
die adsorbierten Metalle mit Wasser, verdiinnten Sauren, Calciumnitrat 
und Athylendiamintetraessigsaure ,,aus den Sporen ausgelaugt‘‘ werden 
kénnen. Weil die Oberflache der Sporen vor dem Einwirken der Metall- 
verbindungen mit anderen Kationen (H+, K+, Ca++, Mg++) besetzt ist, 
miissen diese durch die Schwermetallionen verdraingt werden. Mit 
Kupfer konnte es nachgewiesen werden. Als weitere Hinweise dafiir, daB 
die Schwermetallionen andere Kationen von der Zelloberflache ver- 
draingen, dienen Beobachtungen iiber die Wirkungsminderung des HgCl 
durch NaCl, des Kupfer-, Zink- und Bleinitrates durch Calcium-, 
Magnesium- und Kaliumnitrat und des Kupfersulfates durch verschiedene 
metallische Kationen, wobei die Anionen ohne spezifische Wirkung 
blieben. Mit Magnesium, Calcium und Kalium konnte die Kupfer- 
aufnahme der Sporen von Monilia gehemmt werden. Bei steigender 
cH* sinkt die Giftigkeit von Kupfersulfat und Quecksilberchlorid. 
Weitere Autoren konnten beobachten, da bei der Einwirkung der 
Kationen die Freundlich-Langmuir-Adsorptionsisotherme eingehalten 
wird. 
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Havuscuixp (1956) schrieb, da& Schwermetallionen zunichst adsorptiv 
an der Bakterienoberfliche fixiert werden und dann erst langsam zur 
Wirkung kommen. Als Beweis wird angefiihrt, da8 durch nachtragliche 
Behandlung der Bakterien mit Schwefelwasserstoff, Cystein, Glutathion 
oder BAL ein kurzes Einwirken von schadlicher Schwermetallsalzlosung 
unwirksam gemacht werden kann. (Vgl. auch K6u~er 1956 iiber re- 
duzierende Wirkung von Agar.) 


Lowry, SussMAN u. voN BéveNTER (1957) kommen zu dem SchluB, 
da} bei rahenden Ascosporen von Neurospora die Kationen im allgemei- 
nen an den Oberflaichen adsorbiert und vor dem Keimen der Sporen 
nicht in die Zellen aufgenommen werden. ADAM u. PowELL (1957) hielten 
es nach ihren Versuchen, Kupfersulfat mit Aminosduren zu entgiften, fiir 
wahrscheinlich, daB die Kupferentgiftung in der Sporenmembran erfolgt. 
Man kann in der Literatur fiir die Adsorption des Kupfers nur indirekte 
Beweise finden. Die Adsorption der Schwermetallionen an der Zell- 
oberflache ist meines Wissens noch nie direkt nachgewiesen worden. Im 
Gegensatz dazu konnten aber GoLDSWoRTHY u. GREEN (1936) sowie 
TROGER (1956) Kupfer in der Zelle nachweisen. 


Uber die Bindung des Quecksilbers liegen von RusKa (1947) elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen an Bakterien und Viren vor. Er fand 
Spuren des Quecksilbers an der Membran gebunden, eine diffuse Ver- 
teilung im Cytoplasma und eine Bindung mit verschiedener Haufigkeit 
zwischen Membran und Cytoplasma. Hormann (1953) beobachtete bei 
der Einwirkung von Sublimat auf Bakterien das Quecksilber als ,,K6rn- 
chen‘ im Plasma. 


Material und Methoden 


Fusarium decemcellulare (Brick) war der Versuchspilz (vgl. TROgER 1956). Der 
Pilz hat viele Vorteile, die ihn fiir zellphysiologische Untersuchungen besonders aus- 
zeichnen. Er bildet auf Malzagar (30 g Agar-Agar, 30 g Malzextrakt und 2 g Pepton 
auf 1000 ml) schnell und zuverlassig grofe Mengen Conidien. Die Makroconidien sind 
etwa 80 u lang. Nach einem Bebriiten von 7—9 Tagen bei 24°C kénnen die Conidien 
mit einer Platinése entnommen und in Aqua dest. suspendiert werden. Um Conidien- 
klumpen und Mycelreste zu entfernen, wurde die Suspension durch Glaswolle 
filtriert und die Conidien dann mit Hilfe eines G 4-Filters in Aqua dest. gewaschen. 
Zur Bestimmung der Conidiendichte, die meist zwischen 50000 und 100000 Conidien 
je Milliliter gewahlt wurde, diente eine Zahlkammer nach THoma. 

Die GréBe der Conidien erleichtert die mikroskopische Beobachtung und hat auch 
den Vorteil, daB die Conidien ein G 4-Filter nicht passieren kénnen. Bei den vor- 
liegenden Untersuchungen war es wesentlich, nach einer gewissen Einwirkungszeit 
die Conidien von der Metallsalzlésung abtrennen zu kénnen, Diesen Zweck erfiillten 
Allihnsche Rohrchen (G4), die vorher 24 Std mit Kénigswasser gereinigt worden 
waren, Nachdem die Metallsalzlosung von den Conidien abgesaugt worden war, sind 
diese noch zweimal mit Aqua dest. nachgewaschen und dann in Aqua dest. resuspen- 
diert worden. So erfaBte die Nachweisreaktion nur die Schwermetallsalze, die von 
den Conidien festgehalten wurden, Fiir den Nachweis der Schwermetalle in den 

9% 
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Conidien eignete sich eine 0,1°/,ige Lésung von Diphenylcarbazon. Das Reagens 
fand TROGER (1956) als besonders giinstig fiir den Nachweis von Kupfer in den 
Conidien. Es eignet sich auch fiir den Nachweis des Quecksilbers in den Conidien. 

Die Conidien von F’. decemcellulare keimen sehr gut (bis zu 100°/,) in Aqua dest. 
Beim Priifen der Keimfahigkeit habe ich mich weitgehend an die von der American 
Phytopathological Society (1943) empfohlene Technik des Objekttragerkeimtestes 
in einer feuchten Kammer gehalten. 

Es wurden CuSO,-5H,O p.a. und HgCl, p. a. angewendet. Die Destillation 
des Wassers erfolgte in einer Vollglasapparatur aus Jenaer Glas (Schott). Die Glas- 
gerate sind mit Nitratschwefelsiure und Aqua dest. gereinigt worden. Fiir Mikro- 
aufnahmen verwendete ich die Praktika FXII, die Miflexeinrichtung (Zeiss), das 
Mikroskopobjektiv Apochromat HI 60, Apertur 1,4 sowie Agfa-Isopan FF-Film. 


Experimenteller Teil 


I. Mikroskopische Untersuchungen bei der Einwirkung von 
Kupfersulfat 


Wenn man die Conidien von F’. decemcellulare 10 min und langer der 
Einwirkung toxischer Kupferkonzentrationen aussetzt, kann man das 
Kupfer mit Diphenylearbazon in den Conidien nachweisen (TROGER 
1956). 1957 beschrieb TR6GER auch Versuche mit kurzzeitiger Behand- 
lung der Conidien; er tétete aber die Conidien vor der Zugabe des 
Indicators durch Erhitzen. 

Bei meinen Untersuchungen arbeitete ich mit einer Kupferkonzentra- 
tion von 5 y Cut++/ml. Ich trennte die Conidien nach einer Einwirkungs- 
zeit von 1—3 min ab. Sie wurden gewaschen und dann ein Tropfen der 
Conidiensuspension auf einem Objekttrager mit 1—2Tropfen Di- 
phenylearbazonlésung versetzt. Die mikroskopische Beobachtung er- 
folgte sofort. 

Bei dieser Art der Behandlung der Conidien konnte eine deutliche 
Oberflachenschicht des Kupfers beobachtet werden, wie sie in den 
Abb.1 und 2 dargestellt ist. Das Diphenylearbazon farbte diesen Ober- 
flachenbelag, bewirkte aber gleichzeitig, daB sich die Schicht wie eine 
Borke abhob. Erst durch das Ablésen der ,,Borke‘‘ war es méglich, den 
Oberflachenbelag deutlich zu erkennen. Der Beweis, daB der Belag sich 
wirklich erst unter dem EKinfluB des Indicators abléste, ergab sich dadurch, 
daB die Conidien nach dem Abwaschen mehrere Stunden in Aqua dest. 
liegen konnten und trotzdem nach der Reaktion mit dem Kupfer- 
indicator immer den Oberflichenbelag hatten. Nach der Zugabe des 
Indicators haben sich nach 10—15 min die gréBten Teile des Belages von 
den Conidienoberflichen abgelést. Lediglich an den Enden blieben noch 
kleine Polzellkappen haften. Die Conidie in Abb.3 zeigt derartige Reste 
an den Polzellen. Daneben sind bei dieser Conidie auch bereits zwei 
Conidienkammern angefarbt. 

Die Moéglichkeit, da®B der Oberflachenbelag nur durch den Indicator 
zustande kommt, ist ausgeschlossen, denn er war nicht zu finden, wenn 
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, ungekupferte‘‘ Conidien mit dem Indicator versetzt wurden. Hierbei 
kam keinerlei Farbung der Conidien zustande; es kam auch nicht zum 
Loslésen einer Oberflachenschicht, einer ,,Borke‘‘. Es ist schon gesagt 
worden, daB die Oberflachenschicht auch nach Stunden noch zu sehen 
war, wenn die Conidien wahrend dieser Zeit in Aqua dest. gelegen hatten. 
Lagen die Conidien, wenn sie nach 1 min Einwirkungszeit abgewaschen 
waren, 20 Std in Aqua dest. ehe Diphenylearbazon zugegeben wurde, 


1500 mal 


Abb.2.imin mit 5y Cut+ + 10 y Schwefel/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon gefiarbt. 
VergréBerung: 1500 mal' 


Abb.3. 2min aie a Cu++/ml behandelt, mit Diphenylearbazon gefarbt; 10min nach der Indicator- 
zugabe. VergroBerung: 1500 mal 


dann fand kein deutliches Ablésen der Oberflichenschicht mehr statt. 
Bei einzelnen Conidien (Abb.4) lésten sich zwar noch kleine Schiippchen 
ab, aber nie loste sich die Oberflachenschicht so deutlich ab wie bei den 
Conidien der Abb.1—3. Alle Conidien waren durchgehend gefarbt. Die 


1 Die Aufnahmen der Conidien der Abb. 2, 4 und 5 sind mit ausgewahlt worden, 
obwohl gleichzeitig mit kolloidalem Schwefel behandelt wurde, Die gezeigten Wir- 
kungen sind aber die gleichen wie bei der alleinigen Kupferwirkung ; lediglich daB 
bei gleichzeitiger Schwefeleinwirkung schneller kupferpositive Zellen in den 


Conidien auftreten. 
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Farbung blieb aber wesentlich schwacher als bei vollgekupferten 
Conidien, was an der einzelnen vollgekupferten Kammer der Conidie 
von Abb.4 zu sehen ist. Es kann angenommen werden, daB nach 20Std 
des Wasserns in Aqua dest. zumindest ein Teil des adsorbierten Kupfers 
aus der Oberflachenschicht in die Conidie eingedrungen war. Da die 
Kupfermenge der Oberflachenschicht nur gering ist, kann der Kupfer- 
nachweis in den Conidien nicht so stark sein wie bei den normal gekupfer- 
ten Conidienzellen. Den Beweis fiir das Eindringen des Kupfers aus der 
Oberflachenschicht in die Conidienzellen lieferte der folgende Versuch. 


Abb.4. 1 min mit 5y Cut+ + 2y Schwefel/ml behandelte Conidie; 20 Std in Aqua dest. suspendiert 
dann Diphenylcarbazon zugesetzt. VergréBerung: 1500 mal 


Eine Conidiensuspension in Aqua dest. mit 100000 Conidien/ml 
(Conidien einer 8 Tage alten Kultur) wurde mit 5 y Cu++/ml 1 min 
behandelt, die Conidien mit Aqua dest. gewaschen und dann in Aqua 
dest. resuspendiert. Ein Teil der Conidiensuspension bekam_ sofort 
Diphenylearbazon zugesetzt, der andere Teil erst 20 min spater. In der 
Wartezeit waren die Conidien also nur in Aqua dest. suspendiert. Unter 
dem Mikroskop wurden nun jeweils 100—200 Conidien ausgezahlt, um 
das Verhaltnis zwischen ungefarbten Conidien, d.h. solchen, die nur die 
Oberflachenschicht hatten, und Conidien mit positivem Kupfernachweis 
in einzelnen Zellen zu bestimmen. Erfolgte die Zugabe des Indicators 
sofort, dann reagierten nur 6°/, der Conidien in einzelnen Kammern 
kupferpositiv. Erfolgte die Zugabe des Indicators aber erst nach 20 min, 
so reagierten 21°/) der Conidien in einzelnen Kammern kupferpositiv. 
Wenn also die abgewaschenen Conidien einige Zeit in Aqua dest. 
gestanden hatten, waren mehr Conidien mit kupferpositiven Zellen zu 
finden; das Kupfer, das mit dem Indicator in den Zellen nachgewiesen 
wird, konnte nur aus der Oberflichenschicht der Conidien stammen. 

Neben der Ausbildung der Oberflichenschicht des Kupfers konnte ich 
noch eine weitere Beobachtung bei der Kupfereinwirkung machen. Wenn 
Kupfer nur in einzelnen Zellen der Conidien nachgewiesen werden konnte 
und nicht in der ganzen Conidie, dann zeigte sich, daB diese Zellen 
haufig deutlich geschrumpft waren, wie es bei der Conidie in Abb.5 zu 
sehen ist. Die Erscheinung ist nicht auf die Wirkung des Indicators 
zurickzufiihren, denn auch vor dem Indicatorzusatz waren geschrumpfte 
Zellen zu sehen. 
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Bei der Conidie der Abb.2 sind alle Zellen bis auf die linke Polzelle 
geschadigt und geschrumpft. Bei einem Teil dieser Zellen ist der Kupfer- 
nachweis nicht sehr deutlich. Dennoch zeigt die Schrumpfung, daB diese 
Zellen bereits geschaidigt waren. Bei manchen Conidien, wie bei denen der 
Abb.3 und 4, scheint das Schrumpfen nicht stattzufinden. Vielleicht 
iiberdeckt ein anderer Effekt diese Erscheinung. Die Conidien sind durch 
den Deckglasdruck etwas gequetscht worden. Dabei verschwinden meist 
die Vacuolen in den Zellen, und die einzelnen Zellen der Conidien schwellen 


Abb.5. 3min mit 5 Cu*++ + 10y Schwefel/ml behandelte Conidie; mit Diphenylcarbazon gefiirbt. 
VergréBerung: 1500 mal 


etwas an. Das Schrumpfen der Conidienzellen konnte auch bei der Ein- 
wirkung anderer Metallsalzlosungen, z.B. Cadmiumsulfatlésung, fest- 
gestellt werden. 

Zum Abschlu8 der Kupferversuche soll noch erwahnt werden, daB die 
Conidien, welche 1 min mit 5 y Cut++/ml behandelt worden waren, noch 
voll keimfahig waren. 


IT. Mikroskopische Untersuchungen bei der Einwirkung von 
Quecksilberchlorid 
Der Nachweis des Quecksilbers in den Conidien lieB sich mit Diphenyl- 
carbazon sehr gut fiihren, da der Indicator mit Quecksilber einen violet- 
ten Komplex bildet. Nach 1 Std sind mit 10 y Hg**/ml behandelte 


Abb. 6.30 i innit 10y Hg*+/ml behandelte Conidien; mit Diphenylearbazon gefirbt. VergréBerung: 
1500 mal 

Conidien bei Diphenylearbazonzugabe schon durchgehend gefarbt. 

Nach mehreren Stunden hatten die meisten Conidienzellen einen stark 

destruierten Zellinhalt, der sich kraftig anfarbte, wie es z.B. die mittlere 
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Zelle der Conidie in Abb.8 zeigt. Sehr interessant waren aber die Co- 
nidienzellen, deren Inhalt noch nicht derartig destruiert war und die 
trotzdem bereits auf Quecksilber positiv reagierten. Dabei trat in jeder 
einzelnen Conidienzelle ein besonders kraftig tingierter Bezirk auf, dessen 
Aussehen den Kern vermuten lieB (Abb.6). 

Es muBte zunachst gepriift werden, ob es sich hier wirklich um die 
Kerne handeln kann. Dazu war vor allen Dingen eine Kernfarbung nach 


Abb.7. Normale Conidie nach FEULGEN gefirbt. VergréBerung: 1500 mal 


FEULGEN mit normalen Conidien notwendig. Es zeigte sich, da in den 
Conidien wirklich in jeder Kammer ein Kern vorhanden ist. Die Kerne 
hatten ungefahr die gleiche GréBe wie die Gebilde der Quecksilber- 
anfairbung (Abb.7). Jede Conidienkammer entspricht demnach einer 
einkernigen Zelle, wobei auch die beiden Polzellen keine Ausnahme 


Abb.8. 4 Std mit 4y Hg**/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon gefirbt. VergréBerung: 
1500 mal 


machen. Eine weitere Bestitigung dafiir, daB die mit Quecksilber und 
Diphenylearbazon angefiirbten Gebilde der Conidien tatsachlich die 
Kerne sind, konnte durch eine gleiche Behandlung von Zwiebelschuppen- 
epidermis erhalten werden. Stiickechen der Zwiebelschuppenepidermis 
kamen 20 min in eine Quecksilberchloridlésung mit 500 y Hg++/ml, und 
anschlieBend erfolgte eine Behandlung mit Diphenylcarbazonlésung. Es 
war eine besonders starke Anfarbung der Kerne deutlich zu sehen. Damit 
diirfte feststehen, daB es sich bei den starkgefairbten Gebilden in den 
Conidien um Kerne handelt. 

Diese stiirkere Anfirbung der Kerne ist in den Conidien nur dann zu 
beobachten, wenn der Inhalt der Zellen noch nicht destruiert erscheint. 
Die Conidie in Abb.8 lit in der mittleren, destruierten Zelle keinen 
Kern mehr erkennen, wohl aber in den benachbarten Zellen. Es gibt also 
einen voriibergehenden Zustand in den Conidienzellen, bei dem es zu 
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einer besonders starken Anreicherung des Quecksilbers im oder am Kern 
kommt, ehe die Organisation der Zelle vollstindig zerstért wird. Zu 
diesem Zeitpunkt ist im Plasma der Zellen auch schon eine deutliche 
Reaktion auf Quecksilber zu erhalten. Die Reaktion ist keine ,, Vital- 
farbung der Kerne“‘. In Zellen, die durch Fixierung abgetétet sind, ist 
diese Kernfairbung nicht durchzufiihren, weil sich dann der gesamte 
Inhalt der Zellen anfarbt. 

Durch eine Differenzierung dieser Farbung konnte festgestellt werden, 
daB es tatsachlich zu einer starkeren Anreicherung des Quecksilbers am 


} 


Abb.9. 4 Std mit 4y Hg+*/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon gefirbt und mit DIECA 
differenziert. VergréBerung: 1500 mal 


Kern kommt. Die Differenzierung erfolgte mit einer 1°/,igen DIECA- 
Lésung. Natriumdiathyldithiocarbamat ist ein starkerer Komplex- 
bildner mit Quecksilber als Diphenylcarbazon. DIECA bildet aber mit 
Quecksilber einen farblosen Komplex. LaBt man nun etwas DIECA- 
Lésung von einer Seite in eine Suspension diphenylcarbazon-gefarbter 
Conidien unter dem Deckglas eindiffundieren, dann 1aBt sich das Vor- 
dringen des starkeren Komplexbildners an der Entfarbung der Conidien 
verfolgen. Wenn so wenig DIECA-Lésung verwendet worden war, daB 
die Entfarbung nicht iiber die ganze Breite des Deckglases stattfinden 
konnte, waren an der Ubergangszone meist sehr schéne Kernfirbungen 
zu sehen. Hier reichte die DIECA-Konzentration gerade aus, um das 
Plasma aufzuhellen; die Kerne blieben aber noch gefarbt (Abb.9). 
Versuche, die Conidien zu differenzieren, deren Zellinhalt bereits de- 
struiert war, lieBen keine Kerne deutlich erkennen. Die im Gegensatz 
zum Plasma starkere Quecksilberbindung des Kernes ist also nur dann 
gegeben, wenn die Struktur der Zellen noch weitgehend erhalten ist. 


Diskussion 

In der Einleitung wurde darauf hingewiesen, daB es viele indirekte 
Beweise fiir eine Adsorption der Schwermetallionen an der Sporen- 
oberfliche gibt, daB die Adsorption aber meines Wissens noch nicht 
direkt sichtbar gemacht werden konnte. Bei Kupfer gelang es nun, die 
Adsorption an der Conidienoberflaiche nachzuweisen, da sich die Schicht 
des adsorbierten Kupfers unter dem Einflu8 des Indicators (Diphenyl- 
carbazon) von der Oberflache abléste. 
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Es erhebt sich die Frage, ob die Giftwirkung an der Oberflache der 
Conidie vor sich geht oder ob die Metallionen erst in die Conidien ein- 
dringen miissen. Es muB das letztere angenommen werden, da die Ober- 
flichenschicht bereits nach 1 min ausgebildet wurde, die Conidien aber 
nach 1 min Einwirkungsdauer noch auskeimen kénnen. Das Kupfer 
kann aus dieser Oberflichenschicht in die Conidien einwandern; es ist 
dort nicht festgelegt worden. Dies geht aus zwei Beobachtungen hervor. 
Erstens treten in kurzzeitig mit Kupfer behandelten Conidien, die an- 
schlieBend in Aqua dest. kamen, nach 20 min mehr Conidien mit kupfer- 
positiven Zellen auf als in den Conidien, die sofort auf Kupfer angefarbt 
wurden. Da sich kein Kupfer mehr in der AuBenlésung befand, muB es 
aus der Oberflachenschicht eingewandert sein. Zum anderen lost sich bei 
solchen Conidien, die nur kurzzeitig mit Kupfer behandelt und dann in 
Aqua dest. suspendiert worden waren, nach 20 Std keine Oberflachen- 
schicht unter dem EinfluB des Indicators mehr ab, sondern die ganze 
Conidie ist leicht gefarbt. Wenn die Schwermetalle in die Conidienzellen 
eingedrungen sind, ist meist ein deutliches Schrumpfen dieser Zellen zu 
sehen. Ein starkes Entquellen des Protoplasmas unter dem Einflu8 der 
Schwermetallionen ist wahrscheinlich die Ursache des Schrumpfens. 

Bei der Einwirkung von Quecksilber-I1-chlorid kommt es zu einer 
bevorzugten Anreicherung des Quecksilbers im oder am Kern. Dies 
geschieht, ehe es zu einer Destruierung des Plasmas kommt. Es kommt 
wahrscheinlich zu einer Bindung des Quecksilbers an Substanzen, die 
mehr im Kern als im Plasma vorhanden sind. Es ist dabei an die Nuclein- 
sduren zu denken, SCHUMACHER (1923) nimmt die Bildung nucleinsaurer 
Schwermetallsalze an. In diese Richtung weisen auch die Ergebnisse der 
Untersuchungen von FRANK (1955), welcher bei Pilzen eine Hemmung 
des Stickstoffwechsels durch HgCl, finden konnte. Er kommt zu dem 
SchluB, daB HgCl, in erster Linie auf die Organellen im Plasma blockierend 
wirkt, die die KiweiBsynthese katalysieren, also die Nucleinsauren. 


Zusammenfassung 
Nach kurzer Kinwirkung von Kupfersulfatlésung auf Conidien von 
Fusarium decemcellulare laBt sich eine deutliche Adsorption des Kupfers 
an der Conidienoberfliche nachweisen. Die Conidienzellen, in welche 
Kupfer eingedrungen ist, sind meist geschrumpft. Bei Einwirkung von 
Quecksilber-II-chlorid zeigt sich eine bevorzugte Anreicherung des 
Quecksilbers im oder am Kern. 
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Der Synergismus von Schwermetallionen (Cut*, Cd**, 
Pb++, Hgt*) und kolloidalem Schwefel 
bei der fungiciden Wirkung auf Conidien 
von Fusarium decemceellulare 


Von 
HELMUT MEYER 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 14. Juni 1960) 


Die Erscheinungen des Synergismus und des Antagonismus zwischen 
zwei oder mehreren Stoffen bei der fungiciden Wirkung sind allgemein 
bekannt und kénnen verschiedene Ursachen haben. So zahlen darunter 
auch Spritzmittelzusitze, die eine bessere Haftfahigkeit des Fungicids 
an den Blattern bewirken. Horsrauy (1945) faBte die Literatur dariiber 
zusammen, 

Auch der Synergismus zwischen elementarem Schwefel und Schwer- 
metallsalzen ist langst bekannt, denn es lag nahe, zwei Fungicide zu 
kombinieren. Vor allen Dingen wurde Schwefel mit Kupfer kombiniert. 
Die Ergebnisse waren aber sehr unterschiedlich. Dimond u. HorRsFALL 
(1944) konnten bei der Kombination von Kupferoxyd und elementarem 
Schwefel einen deutlichen Synergismus auf Sporen von Macrosporium 
sarcinaeforme erhalten und Feldversuche gegen Kartoffel-,,tip-burn‘‘ 
ergaben ebenfalls gute Ergebnisse. Dagegen war in Feldversuchen zur 
Bekampfung von Septoria apii kein Synergismus festzastellen. Eine 
Arbeit von Sy (1954) befaBt sich mit der synergistischen und _ ant- 
agonistischen Wirkung von Kupfer und Schwefel bei der fungiciden 
Wirkung auf Peronospora. Der Autor versucht, die aus der Literatur 
zitierten und eigenen Beobachtungen zu erklaren. Er kommt dabei zu 
folgendem SchluB: ,,Die Kombination von Kupferfertigpriparaten mit 
Netzschwefeln im frischen Spritzbelag wirkt synergistisch ; bei zanehmen- 
der Alterung nimmt die Wirksamkeit ab und geht schlieBlich in einen 
Antagonismus tiber, Als Erklarung wire einleuchtend, daB8 Kupfer und 
Netzschwefel, deren Wirkung sich anfangs addiert, langsam an Wirksam- 
keit verlieren, weil beide Stoffe durch zunehmende chemische Reaktion — 
Bildung von CuS — blockiert werden.‘ Sy weist auch darauf hin, daB 
ein Synergismus in der Wirkung auf den Roten Brenner und Fusicladium 
bekannt ist. 
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TAUBENHAUS u. DEcKER (1935) hatten gute Bekampfungserfolge 
gegen Sphacelotheca sorghi mit Schwefel und Kupferoxyd oder Kupfer- 
sulfat. TowNnsEND (1942) konnte Synergismus von Bordeauxbriihe und 
Schwefel gegen Cercospora apii feststellen. Er spricht auch von der 
Bildung von Kupfersulfid. McCLteLian, Taytor u. Smiri (1957) berich- 
ten iiber die praktische Anwendung des Synergismus von Kupfer und 
Schwefel. 

Wahrend mir iiber einen Synergismus von Quecksilber und Schwefel 
sowie Cadmium und Schwefel aus der Literatur nichts bekannt wurde, ist 
fiir Blei und Schwefel vielleicht die Arbeit von Goopwriy, Martin u. 
SALMON (1932) zu nennen. Diese fanden bei Sphaerotheca humuli eine 
deutliche synergistische Wirkung, wenn sie Schwefelkalk mit Bleiarsenat 
mischten. Sie schreiben diese Wirkung allerdings dem Ansteigen der 
Loslichkeit des Arsens im Spritzgemisch zu. Vielleicht haben aber auch 
die Kombinationen Blei—Schwefel und Arsen—Schwefel einen HinfluB 
auf den Synergismus dieses Gemisches. Die AuBerungen iiber die syner- 
gistische Wirkung von Metallen und Schwefel waren meistens nur 
Berichte zufalliger Befunde, denen keine systematischen Versuche 
zugrunde lagen. 

Die Frage nach den Ursachen des Synergismus von Schwefel und 
Schwermetallen ist in der bisherigen Literatur selten gestellt worden. 
Dimonp u. Horsratt (1944) schlossen aus dem Synergismus von Kupfer 
und. Schwefel bei Macrosporium sarcinaeforme, daB die Kupferwirkung 
verstarkt wiirde, weil der Pilz fiir Schwefel nicht empfindlich sei. Da 
Schwefel von den Sporen der Pilze zu Schwefelwasserstoff reduziert wird, 
liegt es nahe, den Sulfiden die Giftwirkung zuzuschreiben. HorsFraLn 
(1945) schrieb iiber den Effekt von Schwefel auf Kupferoxyd, daB die 
beste Erklarung die Bildung von Kupfersulfid sei, weil die Toxicitats- 
kurve der Mischung sich der von Kupfersulfid nahere. Dagegen sah Sy 
(1954) in der Bildung von Kupfersulfid, die sich an einer Farbanderung 
des Spritzbelages feststellen liBt, eine Wirkungsminderung. 


Material und Methoden 

Alle verwendeten Chemikalien hatten den héchsten zur Verfiigung stehenden 
Reinheitsgrad. Folgende Metallsalze wurden verwendet: CuSQ, ° 5H,O p.a.; 
CuCl, 2H,O p.a.; Pb(NO3). p.a.; Pb(C,H,0,).p.a.; CdSO,:8H,Op.a. und 
HgCl, p.a. 

Die Destillation des Wassers erfolgte in einer Vollglasapparatur aus Jenaer Glas. 
Die Glasgerate (Gerateglas 20) wurden mit Nitratschwefelsiure und Aqua dest. 
gereinigt. : i 

Der Versuchspilz Fusariwm decemcellulare (Brick) eignet sich gut fiir Fungicid- 
untersuchungen und wurde erstmals von TROGER (1956) dafiir verwendet. Die Kul- 
tur des Pilzes erfolgte auf Malzagar (30g Agar-Agar, 30 g Malzextrakt und 2¢ 
Pepton auf 1000 ml). Nach einem 7 —9tagigen Bebriiten bei 24°C konnten die in 
groBen Mengen gebildeten Makroconidien mit einer Platinése der Kultur entnom- 
men werden, Um Conidienklumpen und Mycelreste zu entfernen, wurden die in 
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Aqua dest. suspendierten Conidien durch Glaswolle filtriert. Fiir die meisten Ver- 
suche wurde mit einer Zahlkammer nach THoma auf 50000—100000 Conidien/ml 
verdiinnt. 

Die Préparation der verwendeten kolloidalen Schwefellésung erfolgte nach der 
Angabe von Minter, McCaLian u. WureED (1953). Es werden 125 mg sublimierter 
Schwefel in 250 ml Aceton gelést und davon entsprechende Mengen in Aqua dest. 
eingebracht. Hine kolloidale Schwefell6sung ohne Aceton erhalt man durch Destilla- 
tion im Vakuum. Vorversuche zeigten, daB das Aceton in den verwendeten Kon- 
zentrationen keinen toxischen HinfluB hat. Der gréBte Teil der hier vorliegenden 
Versuche wurde mit acetonhaltiger, kolloidaler Schwefell6sung durchgefihrt. 
Kontrollversuche mit acetonfreier Schwefellésung hatten gleiche Ergebnisse. 

Die Priifung der fungiciden Wirkung wurde mit dem Objekttrager-Sporenkeim- 
test ausgefiihrt. Sie war weitgehend angelehnt an die von der American Phyto- 
pathological Society (1943) empfohlene Technik. Es werden Tropfen der Conidien- 
suspension in Aqua dest. und mit den entsprechenden Zusitzen auf Objekttrager 
gesetzt und diese dann in Petrischalen, welche als feuchte Kammern hergerichtet 
sind, bei 24°C bebriitet. Zum Auszihlen der gekeimten und ungekeimten Conidien 
gentigte eine 80fache mikroskopische Vergré8erung. Es wurden so viel beliebige 
Gesichtsfelder ausgezihlt (in verschiedenen Tropfen), bis mindestens 100 Conidien 
erfaft worden waren. Um den Uberblick zu erleichtern, war es vorteilhaft, allgemein 
als héchsten Prozentsatz an gekeimten Conidien 96°/, einzusetzen. F 

Da Schwefel in kolloidaler Form angewendet wurde und die Conidien etwa 80 u 
lang sind, war es méglich, die Conidien nach einer gewissen Einwirkungsdauer aus 
der Fungicidlésung herauszunehmen. Fiir diesen Zweck eigneten sich Allihnsche 
Réhrchen (G 4-Filter), die vor jedem Versuch mindestens 24 Std mit Kénigswasser 
oder konzentrierter Schwefelsiure p.a. gereinigt worden waren. Nachdem die 
Fungicidlésung von den Conidien abgesaugt worden war, wurde noch zweimal mit 
Aqua dest. nachgewaschen und zum Schlu8 die Conidien in Aqua dest. resuspen- 
diert. 

Die so behandelten Conidien sind auch fiir den Nachweis der Schwermetalle in den 
Conidien benutzt worden, weil dabei wirklich nur die von den Conidien festgehalte- 
nen Schwermetalle erfafst wurden. Fiir die Anfarbung der Schwermetalle in den 
Conidien eignete sich in allen Fallen Diphenylearbazonlésung, 0,1°/,ig. Der Indi- 
cator bildet mit Kupfer einen karminroten, mit Blei und Cadmium einen weinroten 
und mit Quecksilber einen violetten Komplex. Das Reagens wurde von TROGER 
(1956) als besonders giinstig fiir den Nachweis von Kupfer in den Conidien emp- 
fohlen. Es erwies sich, daB das Reagens gegeniiber Blei, Cadmium und Quecksilber 
in den Conidien nicht ganz so empfindlich ist wie gegeniiber Kupfer, aber darauf 
konnten die hier durchgefiihrten Versuche eingerichtet werden, 


Experimenteller Teil 
I. Der Synergismus im Keimtest 


Ks soll der Beschreibung der Versuche vorausgeschickt werden, da® 
bei den verwendeten geringen Mengen Metallsalz niemals eine so weit- 
gehende Veradnderung in der cH+ der Lésung verursacht war, da die 
verstarkte fungicide Wirkung hierdurch erklirt werden kénnte. 


Da die fungicide Wirkung des kolloidalen Schwefels auf die Conidien 


von Fusarium dec. nicht ganz konstant war, sind bei jeder Kombination 
die Keimprozente des entsprechenden Versuches mit angegeben worden, 
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Kombination von Cadmium und Schwefel 


Da Cadmium das Metall war, bei welchem ich den Synergismus mit 
_Schwefel zuerst feststellte, soll es an den Anfang gestellt werden. Bei der 
Verwendung von Cadmiumsulfat in Aqua dest. konnte beobachtet 
werden, daB bereits ab 3 y 
Cd++/ml eine Giftwirkung Tabelle 1. Keimprozente einer Kombination 


Beck? daa Fivdoibeihen idee” kolloidalem Schwefel mit Cadmiumsulfat 
Conidien einer 9 Tage alten Kultur in Aqua 


Lange und ein verkrimmtes dest. suspendiert, 75000 Conidien/ml. 4 ml 
Wachstum der Keimschlauche Conidiensuspension mit 0,5 ml kolloidaler 
Ab erkennen war. Schwefellésung und 0,5 ml CdSO,-Lésung 


Aus Tab.1 geht hervor, daB versetzt. Objekttragerkeimteste im Brut- 
edd fral nnd; 2-y2Schiwe- schrank bei 24°C. Nach 18 Std ausgewertet 


fel/ml, die beide, allein gege- i ia 


ben, wirkungslos sind, zusam- 0 ate be | ao 
men nur 4 °/, der Conidien aus- o| 96 | 96 | 96 | 40 | 2 | Oo 
keimen lieBen. In jeder belie- i106 p75 064 t4.n0 | 0 
bigen Kombination zeigt sich 3 

a. ae gq |2]96 | 34} 41) 0}.0 | 0 
die synergistische Wirkung = - 
von Schwefel und Cadmium. 3 S86 ee 7 2 tO Meet 0 
Die Ergebnisse von Versuchen Sa EST Ae 2th 0 ir 0. PeOTE 0 
mit Cadmiumearbonat in 6 Od 0 eO] 110 
Phosphatpuffer zeigten den 10 oho tT OO 


gleichen Effekt. 
Kombination von Schwefel und Kupfer 


Fiir die Versuche kamen CuSO, und CuCl, in Aqua dest. gelést zur 
Anwendung. In diesen Versuchen zeigte sich, wie auch bei den Cadmium- 
salzen, daB das Anion des verwendeten Metallsalzes nur eine Rolle fiir die 
Giftigkeit der Metallsalzlésung an sich spielt, aber keinen KinfluB auf die 
Erscheinung des Synergismus hat. Der Synergismus mit dem Schwefel 
kann nur auf die Metallwirkung zuriickgefiihrt werden. 

Ein Blick auf die Tab. 2 und 3 zeigt sofort einen offensichtlichen 
Synergismus. Kupfer zeigte den starksten Synergismus aller gepriiften 
Metalle iiberhaupt. In allen durchgefiihrten Kombinationen kam es zu 
keinem Auskeimen der Conidien mehr, obwohl weitgehend unschadliche 
Ausgangskonzentrationen von Kupfer und Schwefel verwendet worden 


sind. 


Kombination von Schwefel und Blei und Schwefel und Quecksilber 
Als Metallsalze wurden Pb(NO,), und HgCl, angewendet. Wie aus den 
Tab.4 und 5 zu ersehen ist, tritt auch mit Blei und mit Quecksilber der 
Synergismus auf. In beiden Fallen waren Konzentrationen der Ausgangs- 
-substanzen, die fiir sich unschadlich sind, beim gemeinsamen Einwirken 


voll toxisch. 
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IT. Die Bildung spezifischer Verbindungen 
bei der synergistischen Wirkung von Schwefel mit 
Schwermetallsalzen 
Beim Ansetzen der Keimversuche fiir die Untersuchung der syn- 
ergistischen Wirkung wurden die fungiciden Stoffe mit den Conidien in 
Reagensglasern gemischt. Daraus sind dann einige Tropfen fiir die 


Tabelle 2. Keimprozente einer Kombination 
von kolloidalem Schwefel und Kupfersulfat. 
Conidien einer 9 Tage alten Kultur in Aqua 
dest., 60000 Conidien/ml. 4 ml Conidien- 
suspension mit 0,5 ml kolloidaler Schwefel- 
lésung und 0,5 ml Kupfersalzlésung versetzt. 
Keimungsversuche auf Objekttragern im 
Brutschrank bei 23°C. Nach 20 Std wurde 
ausgewertet 


y Schwefel/ml 


0 ig 2 2 4 6 

o| 96 | 96 | 96 | 96 | 90 | 54 
Wide 96 O09 be Ge o 
# joa} g91 0! of o| of 0 
8 a fea7e OM) MO POP d $0 
2 o/ o| o| o| o 
Ch a a ae 


Tabelle3. Keimprozenteeiner 
Kombination von kolloidalem 
Schwefel und Kupferchlorid 
Versuchsdaten wie beiTab.2 


y Schwefel/ml 


0 1 2 
0} 96 96 96 
£ |o,21 89 0 
ap is 
5 104] 57 0 
~ 
1 6 0 


Tabelle 4. Keimprozente einer Kombi- 
nation von kolloidalem Schwefel und 
Bleinitrat 
Conidien einer 9 Tage alten Kultur, in 
Aqua dest. suspendiert. 70000 Coni- 
dien/m]. 4 ml] Conidiensuspension wur- 
den mit 0,5 ml kolloidaler Schwefel- 
lésung und 0,5 ml Metallsalzlésung 
versetzt. Objekttragerkeimteste im 
Brutschrank bei 23°C. Nach 20 Std 
wurde ausgewertet 


y Schwefel/ml 


0 1 2 ical SF 

0} 96 | 96 | 96 | 35 | 9 

11 96 | 96 | 84 | 26 | 9 

q |2] 96 | 96 | 36 | 12] 0 
t Ts| 06 | 771671 01] 0 
> {4196 | 43| 21 01 0 
6] 96 0| 0 
10] 58 | 0 0| 0 


Tabelle 5. Keimprozente einer Kombi- 
nation von kolloidalem Schwefel und 
Quecksilberchlorid 
Versuchsdaten sonst wie bei Tab. 4 


y Schwefel/ml 


ree eee ce 

o| 96 | 96 | 96 | 60 | 5 

q/1]96 157/17] 21/0 

+, | BMG roND 0! 0 
jes 

a | 3 0 0} 0 

4 0 0! 0 


Keimteste entnommen worden. Beim langeren Stehen der Reagensglaser 
setzten sich die Conidien am Boden ab. Dabei konnte beobachtet werden, 
daf} manchmal besondere Farbungen der Conidien auftraten. 
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Um deutliche Farberscheinungen zu erhalten, mu8ten groBe Conidien- 
mengen und relativ hohe Metallgaben zur Anwendung kommen. Im 
nachfolgend beschriebenen Versuch wurden von der gleichen Conidien- 
suspension in Aqua dest. (etwa 1 - 10° Conidien/ml) in fiinf Erlenmeyer- 
kolben je 50 ml gegeben. Jeder Kolben erhielt 5 ml acetonfreie kolloidale 
Schwefellé6sung, vier Kolben erhielten noch 5 ml Metallsalzlésung. 
Die Konzentrationen waren 5 y Schwefel/ml und 400 y Metall/ml. Es 
blieb sich gleich, ob der Schwefel 5 min vor der Metallzugabe auf die 
Conidien einwirkte oder ob man die Metallsalzlé6sungen 5 min friiher 
zugab. Die Farbungen sind bereits 10 min spater erkennbar und nach 
30—60 min voll ausgebildet (Tab. 6). 


Tabelle 6. Farbbildungen in den Conidien bei gleichzeitiger Hinwirkung von kolloidaler 
Schwefellisung und Schwermetallionen 

Conidien einer 10 Tage alten Kultur, durch Glaswolle filtriert und zweimal iiber G 4 

gewaschen. 1 - 10°/ml. Schwefelkonzentration: 5 y/ml, Metallkonzentration: 400)/ml 


Schwefel leicht gelblich (Conidieneigenfarbe) 
Schwefel + Kupfersulfat helles Blau oder Blaugriin 
Schwefel + Bleiacetat braun; hellt sich spater auf 
Schwefel + Cadmiumsulfat gelb 


Schwefel + Quecksilberchlorid leichte Aufhellung 


Der Nachweis dafiir, daB die Farbe wirklich in oder zumindest an den 
Conidien lokalisiert ist, konnte durch Waschversuche erbracht werden. 
Mehrmaliges Waschen der Conidien iiber ein G 4-Filter ergab immer eine 
ungefarbte Waschfliissigkeit, wahrend die Conidien kraftig gefarbt 
blieben. Auch bei der mikroskopischen Kontrolle stellte sich heraus, 
daB die Farben in den Conidien lokalisiert sind. Die folgenden Unter- 
suchungen sollten soweit wie méglich die Natur dieser Farbungen er- 


griinden. 


Die blaue Farbung nach der Behandlung mit Kupfer + Schwefel 

Ob Conidien, die nur mit Kupfersulfatlosung behandelt worden waren, 
auch eine Blaufarbung annehmen, war die erste Frage, die beantwortet 
werden muBte. 

Von einer Conidiensuspension mit 90000 Conidien/ml in Aqua dest. 
wurde vergleichsweise ein Teil nur mit 5 y Cut++/ml und ein anderer Teil 
mit 5 y Cut++ + 1 y Schwefel/ml versetzt. Die kolloidale Schwefellosung 
war vorher acetonfrei gemacht worden. In beiden Fallen waren die Coni- 
dien im Testversuch nicht mehr keimfahig, und in beiden Fallen trat eine 
deutliche Blaufirbung der Conidien auf. Wahrend die Farbung bei den 
nur mit Kupfersulfatlésung behandelten Conidien nach 2—3 Std auftrat, 
war bei den gleichzeitig dazu mit Schwefel behandelten Conidien die 
Farbung schon nach 30 min deutlich zu sehen. 
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Die blaue Farbe tritt also nicht spezifisch bei der synergistischen Wir- 
kung auf, sondern ist fiir die Kupferwickung typisch. Es ist anzunehmen, 
daB die Verbindung, die der blauen Farbe zugrunde liegt, auch bei der 
synergistischen Wirkung mit subletalen Kupfermengen gebildet wird. 
Die Konzentration ist aber dort zu gering, um die Verbindung visuell 
erkennen zu kénnen. Wichtig ist die Tatsache, daB bei der synergistischen 
Wirkung, d.h. unter dem Einflu8 des Schwefels, die blaue Farbe erheb- 
lich friiher auftritt als bei der Kupfersulfatwirkung allein. Dies ist ein 
Hinweis dafiir, daB die Kupferwirkung durch den Schwefel verstarkt 
wird. 

Es wurden noch andere Versuche iiber diese blaue Farbung durch- 
gefiihrt. Zunachst waren es Untersuchungen iiber die Bedingungen, die bei 
der Ausbildung der blauen Farbe eine Rolle spielen. Der erste Versuch 

sollte dariiber Aufkla- 
Tabelle 7. Der EinfluB des Hitzetodes der Conidien ‘UU8 geben, ob die blaue 


auf die Ausbildung der blauen Farbe Farbe auch dann aus- 
90000 Conidien/ml. 5 y Cu++ + 10 y Schwefel/ml gebildet wird, wenn die 


Conidien durch kurzes 


Blaue 
Behandlung Conidien- Erhitzen abgetdtet wer- 
fiirb 3 ° 4: 
TaneEReal _—— den. Eine Conidiensus- 
eats: i ; an pension mit 90000 Coni- 
Conidien vor der Zugabe erhitzt -- ; : 
Conidien sofort nach der Zugabe erhitzt | — dien/ml in Aqua dest. 
Conidien 5min nach der Zugabe erhitzt | — wurde verwendet. Das 
Conidien 30min nach der Zugabe erhitzt + (—)  Abtdten der Conidien 
Conidien 60min nach der Zugabe erhitzt + 


erfolgte durch einmali- 
ges kurzes Erhitzen der 
Suspension. Die zugesetzten Fungicidlésungen hatten eine Konzentration 
von 5 y Cut* und 10 y Schwefel/ml. Aus der damit behandelten Suspen- 
sion wurden sofort und nach 5,30 und 60 min Proben entnommen und 
die Conidien abgetétet. Tab.7 zeigt das Ergebnis dieses Versuches. 

Die durch Erhitzen abgetéteten Conidien bilden keine blaue Farbung 
aus. Wenn die blaue Farbe aber von den lebenden Conidien gebildet 
worden ist, dann wird sie durch das Erhitzen nachtraglich nicht zerstért. 
Ks handelt sich also um eine hitzestabile Substanz. 

Kinige Anhaltspunkte tiber den Charakter der blauen Verbindung 
ergab die Behandlung der blaugefarbten Conidien mit verschiedenen 
Chemikalien. Unter der Kinwirkung von verdiinnter Salzsaiure verschwin- 
det die Farbe sehr schnell. Erwairmen beschleunigt das Entfarben. In der 
salzsauren Lésung lat sich dann das Kupfer mit DIECA nachweisen und 
mit KOH als Cu(OH), ausfallen. Statt verdiinnter Salzsaure konnte auch 
1 n Essigsiure verwendet werden. 

Die Conidien verloren die blaue Farbe auch unter der Einwirkung von 
3°/,igem H,O,, wenn die Lésung etwas erwarmt wurde. 
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Bei der Behandlung mit verdiinnter Lauge (1 n KOH) fand ein Farb- 
umschlag nach braunlich-violett statt; dabei ging etwas Kupfer in die 
Lésung. Kurze Behandlung der Conidien mit Alkohol, Ather, Chlovo- 
form, Aceton und Tetrachlorkohlenstoff fiihrte zu keiner Farbaufhellung 
der Conidien. Es lieB sich auch kein Kupfer in den Lésungsmitteln nach- 
weisen. Extraktionsversuche mit einer Soxhlet-Apparatur waren nach 
12 Std bei reinem Alkohol, nach 24 Std bei Chloroform und nach 20 Std 
bei Ather ohne jeden Erfolg. Eine Extraktion mit einem Alkohol-Wasser- 
gemisch 3:1 tiber 24 Std lieferte neben einer groBen Menge fett- und 
wachrartiger Substanzen einige braunliche, dlige Tropfen, welche zu- 
nachst unbeachtet blieben. Nach einigen Tagen hatten sich die Tropfen 
blau gefarbt und befanden sich auf dem Boden des Kolbens. Weil die 
Menge zu gering war, konnte eine weitere Bestimmung der Substanz 
nicht durchgefiihrt werden. Es ist méglich, daB es sich bei der blauen 
Farbe um eine Komplexverbindung des Kupfers handelt, deren Liganden 
aber nicht festgestellt werden konnten. Es gibt z.B. blaue Komplexver- 
bindungen des Kupfers mit Aminosduren. DaB es sich um Cu(OH), 
handelt, ist unwahrscheinlich, weil sich der blaue Kérper bei Laugen- 
zusatz verfarbt. 


Die braune Farbung nach der Behandlung mit Blei + Schwefel 


Die braune Farbung der Conidien trat nur auf, wenn Bleiacetatlésung 
und kolloidale Schwefellosung zusammen gegeben wurden. Wirkte das 
Bleisalz allein, dann anderten die Conidien ihre Farbe nicht. Die Conidien 
k6énnen Schwefel zu Schwefelwasserstoff reduzieren. Es lag deshalb nahe, 
die braune Farbung gebildetem Bleisulfid zuzuschreiben. Da8 es so ist, 
war bewiesen, als die abfiltrierten braunen Conidien mit verdiinnter 
HCl versetzt wurden. Sofort trat Schwefelwasserstoff auf (auch mit Blei- 
papier nachzuweisen), und die braune Farbe der Conidien verschwand. 
Wenn Conidien, die nur der Bleiwirkung oder nur der Schwefelwirkung 
ausgesetzt waren, mit verdiinnter HCl behandelt wurden, trat kein 
Schwefelwasserstoff auf. Um festzustellen, ob das Bleisulfid in oder 
auBerhalb der Conidie vorliegt, sind die Conidien mehrmals iiber einem 
G 4-Filter gewaschen worden. Dies und die mikroskopische Betrachtung 
ergaben deutlich, da das Bleisulfid in den Conidien abgelagert wird. Die 
Farbung des Bleisulfids war geniigend kraftig, um die Lokalisation dieser 
Verbindung in den Conidien mikroskopisch feststellen zu kénnen. Es 
stellte sich heraus, daB die Conidien nicht durchgehend gefarbt sind, 
sondern daB das Bleisulfid nur an den Zellwanden, hauptsachlich aber 
auch nur an den Kammertrennwanden lokalisiert ist. (Die AuBenwand 
der Conidie erscheint als Begrenzung des Objekts immer dunkel.) Man 
vergleiche die Conidie in Abb.1 mit der normalen Conidie, wie sie in 

3* 
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Abb.2 dargestellt ist. Die Erscheinung soll im Rahmen einer Arbeit tiber 
die Wirkung des elementaren Schwefels genauer beschrieben werden. 


Bei der weiteren Beobachtung stellte sich heraus, daB nach 5—6 Std 
ein langsames Aufhellen der braunen Conidien einsetzte, das dazu fiihrte, 
daB nach 24 Std die braune Farbung vollsténdig verschwunden war. 
Ofteres Schiitteln der Conidiensuspension férderte dieses Aufhellen. 
Wurde etwas Conidiensuspension in einem Reagensglas stehengelassen, 
dann entfarbten sich von den abgesetzten Conidien die untersten nach 


Abb.1.2Std mit 400» Pb++ + 5y Schwefel/ml behandelte Conidie. An den Kammertrennwinden PbS 
VergroBerung 1500 mal 


24 Std noch nicht, wohl aber die oberen. Es scheint bei der Entfarbung 
eine Oxydation unter Beteiligung des Luftsauerstoffs eine Rolle zu 
spielen. Der Stoffwechsel der Conidien ist an dieser Reaktion auf irgend- 
eine Weise aktiv beteiligt, denn durch Erhitzen abgetétete braune 
Conidien hellen sich nicht wieder auf. Es konnte nicht nachgewiesen 
werden, ob das Aufhellen an der synergistischen Wirkung von Blei und 
Schwefel beteiligt ist oder gegen sie wirken kann. 

Durch die Bleiacetatbehandlung wird, im Gegensatz zur Kupfersulfat- 
behandlung, die Reduktion des Schwefels zu Schwefelwasserstoff zu- 
nachst nicht gestort. Der gebildete Schwefelwasserstoff setzt sich aber 
sofort mit dem Blei des gleichzeitig vorhandenen Bleiacetats um. 


Die gelbe Firbung nach der Behandlung mit Cadmium + Schwefel 


Die gelbe Farbung der Conidien war nur zu beobachten, wenn Cad- 
miumsulfatlésung und kolloidale Schwefellésung gleichzeitig einwirkten. 
Die Kinwirkung von Cadmiumsulfatlésung oder kolloidaler Schwefel- 
losung allein fiihrte zu keiner Farbinderung der Conidien. Die gelbe 
Farbe wies auf Cadmiumsulfid als Ursache hin. Dies konnte auch 
bestatigt werden. Die Behandlung der abfiltrierten, gelben Conidien mit 
verdiinnter HCl fiihrte sofort zum Verschwinden der gelben Farbe und 
zu Schwefelwasserstoffentwicklung. Wenn die salzsaure Losung schnell 
abfiltriert und dann mit KOH versetzt wurde, flockte ein gelber Nieder- 
schlag aus. In frischer HCl léste sich der abfiltrierte Niederschlag, und es 
trat wieder Schwefelwasserstoff auf. Nach 24 Std konnte aus der Lésung 
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nur weifes Cd(OH), ausgeflockt werden. Hierdurch war hinreichend 
bewiesen, daf es sich bei der Gelbfarbung der Conidien um CdS handelt. 
Kin deutliches Aufhellen, wie es fiir PbS beschrieben ist, lieB sich hier 
nicht feststellen. Der Schwefelreduktionsvorgang, durch den es zur 
Bildung von Cadmiumsulfid in den Conidien kommt, wird durch die 
Cadmiumsulfateinwirkung zunachst nicht gestort. 


Das Aufhellen nach der Behandlung mit Quecksilber +- Schwefel 


Das Aufhellen der Conidien tritt nicht nur bei dem gemeinsamen 
Einwirken von Quecksilberchloridlésung und kolloidaler Schwefellésung 
auf, sondern auch beim Einwirken von HgCl,-Lésung allein. Es war nicht 
festzustellen, ob es sich dabei um das Ausbleichen der conidieneigenen 
Farbstoffe handelt oder um die Bildung einer weiBen Quecksilber- 
verbindung. Es lieB sich aber ein anderer Unterschied zwischen den 
Conidien feststellen, die nur mit Hg++, und denen, die mit Hg++ und 
Schwefel behandelt worden waren. Filtriert man die Conidien ab und 
erwarmt sie dann mit etwas verdiinnter KOH, so tritt bei den Conidien, 
die eine Behandlung mit Hg++ und Schwefel hinter sich hatten, eine 
graugriine Farbe auf. Die nur mit Hg++ behandelten Conidien hatten 
unter sonst gleichen Bedingungen die Farbung nicht. 


Durch Quecksilberchlorid wird auch wie durch Kupfersulfat die 
Reduktion des Schwefels zu Schwefelwasserstoff gestért, so da es im 
Gegensatz zu Bleiacetat und Cadmiumsulfat nicht zur Bildung des 
Sulfides kommt. 


Betrachtet man zum Abschlu8 noch einmal, wie sich die spezifischen 
Verbindungen durch den gleichzeitigen Einflu8 von Schwermetallsalzen 
und kolloidaler Schwefell6sung bilden, dann ist kein einheitliches 
Reaktionsschema zu sehen. Kupfer hemmt die Schwefelwasserstoff- 
bildung, und die entstehende blaue Farbung ist bereits fiir die Kupfer- 
wirkung allein charakteristisch. Durch den Schwefel wird die blaue 
Farbe schneller ausgebildet. Quecksilbersalzlésung hemmt ebenfalls die 
Schwefelwasserstoffbildung ; es kommt aber bei gleichzeitiger Einwirkung 
von Schwefel zur Bildung einer spezifischen Verbindung, von der nur 
bekannt ist, daB sie beim Erwarmen mit verdiinnter KOH graugriin 
wird. Blei- und Cadmiumsalzlésungen stéren die Schwefelwasserstoff- 
bildung zunachst nicht, so daB es zur Bildung der Sulfide kommt. Das 
Bleisulfid wird bald wieder zersetzt, wahrend dies beim Cadmiumsulfid 
nicht beobachtet werden konnte. Allgemein hinterlassen diese Unter- 
suchungen den EHindruck, als ob es sich bei den verschiedenen Verbin- 
dungen mehr oder weniger nur um Begleit- oder Folgeerscheinungen des 
synergistischen Effekts handelt. 
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III. Untersuchungen tiber den Wirkungsmechanismus 
der Kombination aus kolloidaler Schwefellésung 
und Kupfersulfatlosung 


Die folgenden Versuche sollten dazu dienen, etwas tiber den Wirkungs- 
mechanismus bei der synergistischen Wirkung von Schwermetallsalzen 
und kolloidalem Schwefel zu erfahren. Als Schwermetallsalz erschien 
Kupfersulfat am geeignetsten, da Kupfer und Schwefel den starksten 
Synergismus haben. 

Conidien sind, wenn sie 6 Std der Wirkung des kolloidalen Schwefels 
ausgesetzt waren, noch voll lebensfahig; eine Schadigung tritt erst 
nach iiber 12 Std Einwirkungsdauer ein. Es war nun festzustellen, nach 
welcher Zeit eine Kombination aus kolloidalem Schwefel und Kupfer- 
sulfat toxisch wirkt. 

In 250 ml Erlenmeyerkolben wurden 50 ml Conidiensuspension mit verschie- 
denen toxischen Fungicidmengen versetzt. (Conidien einer 10 Tage alten Kultur in 
Aqua dest. suspendiert, 90000 Conidien/ml, Kupfersulfatl6sung und kolloidale 
Schwefellésung zugesetzt.) Nachdem in bestimmten Zeitabstanden diesen Suspen- 
sionen kleine Conidienmengen durch Absaugen und Waschen entnommen worden 
waren, erfolgte eine Priifung der Keimfahigkeit. 

Dabei ergab sich folgendes iiberraschende Ergebnis: 1. 4 y Cut++/ml 
hatten erst nach 1 Std deutliche Wirkung auf die Keimfahigkeit, wenn 
auch vorher schon an der Verkiirzung der Keimschlauche eine Einwirkung 
zu bemerken war. 2. 10 y Schwefel/ml hatten erst nach 9 Std eine 
beginnende Wirkung. 3. 0,4 y Cu++ + 1 y Schwefel/ml setzten bereits 
nach 3 min den Anteil der gekeimten Conidien auf 50°/, und nach 6 min 
auf 0°/) herab, hatten also schon nach 6 min einen totalen Letaleffekt 
erwirkt. 

Obwohl also von beiden Komponenten nur der zehnte Teil in der 
Losung enthalten war, Mengen, die, wie die Kontrollen zeigten, die 
Keimfahigkeit noch nicht behindern, ergaben sie bei gemeinsamer Hin- 
wirkung schon nach 6 min einen vollen Verlust der Keimfahigkeit der 
Conidien. Nach dieser Zeit vermag selbst eine 50fache Konzentration 
der angewendeten Kupfermenge die Keimfihigkeit nur auf 70°/, herab- 
zusetzen. 

Von der Uberlegung ausgehend, ob eine primaire Wirkung des Kupfers 
auf den Stoffwechsel der Conidien eine entscheidende Rolle bei der 
synergistischen Wirkung von Kupfer und Schwefel spielt, wurde die 
Fahigkeit der Conidien zur Reduktion des Schwefels zu H,S nach der 
Vorbehandlung mit subletalen Kupfermengen gepriift. Tab.8 stellt die 
Keimprozente und. die Schwefelwasserstoffbildung gegeniiber. Aus ihr 
geht hervor, daB mit dem Unvermégen der Conidien, den Schwefel zu 
Schwefelwasserstoff zu reduzieren, eine starke Abnahme der Keimfahig- 
keit parallel geht. 
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In Erweiterung dieses Versuches konnte allerdings festgestellt werden, 
da Conidien trotz Verlust der Fahigkeit zur Schwefelreduktion noch 
teilweise keimen kénnen. Es zeigten z.B. 5 min mit 0,2 y Cutt+/ml 
vorbehandelte Conidien nach dem Abwaschen und der Zugabe von 2 y 
Schwefel/ml keine Schwefelreduktion mehr, aber noch iiber 50°/, der 


Tabelle 8. Vergleich der Keimprozente wnd der Schwefelwasserstoffbildung mit Kupfer 
vorbehandelter Conidien nach der Zugabe subletaler Schwefelmengen 
Conidien einer 8 Tage alten Kultur in Aqua dest. suspendiert (52000 Conidien/ml). 
18 ml Conidiensuspension mit 2 ml Kupfersulfatlésung versetzt. Nach 1 Std 
abgesaugt und mindestens dreimal mit Aqua dest. gewaschen. In 18 ml Aqua dest. 
resuspendiert und 2 ml kolloidale Schwefellésung zugefiigt. H,S-Entwicklung mit 
Bleipapier gepriift. Objekttragerkeimteste bei 24°C im Brutschrank, nach 20 Std 
ausgewertet 


Nach dem Abwaschen und 


Keimung nach Zugabe von 2 y S/ml 


y Cut+/ml1 Keimung Zugabe von 
2» S/ml 
Keimung H,S-Bildung 
0 96 96 96 + 
0,01 96 96 96 + 
0,03 96 90 96 + 
0,05 96 60 96 =F 
0,1 96 0 3 - 
0,2 96 0 5 _ 


Conidien keimten aus. Dies weist darauf hin, daB der Verlust der Fahig- 
keit zur Reduktion des Schwefels nicht allein die Ursache der synergisti- 
schen Wirkung ist. Trotzdem kann angenommen werden, da dieser 
Verlust eine Rolle spielt, denn nie war nach Verlust des Schwefel- 
reduktionsvermégens ein normales Keimen festzustellen. 

Im folgenden sollte zu klaren versucht werden, ob die synergistische 
Wirkung auf der Bildung eines stark toxischen Produktes aus kolloidalem 
Schwefel und Kupfersulfat in der Lésung beruht. Fiir diesen Zweck waren 
die Conidien zunachst nur der Wirkung der einen Komponente ausgesetzt. 
Nach einer bestimmten Zeit wurden sie dann aus dieser Losung heraus- 
gewaschen, ein Keimversuch mit ihnen unternommen und der groBe 
Rest der vorbehandelten Conidien dann subletalen Mengen der anderen 
Komponente ausgesetzt. Fiir die Vorbehandlung wurden sowohl toxische 
als auch subletale Schwefel- bzw. Kupferkonzentrationen verwendet. 

Tab.9 enthalt einen Vergleich der Keimprozente von Conidien, nach- 
dem sie mit der einen Komponente 1 Std vorbehandelt worden waren. 
Besonders interessant sind die Proben, bei welchen die Conidien mit sub- 
letalen Schwefel- bzw. Kupfermengen vorbehandelt worden sind. Aus 
dem Versuch der Tab.9 ergeben sich die folgenden zwei Befunde: 1. Die 
synergistische Wirkung tritt auch dann ein, wenn eine der beiden 
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Komponenten nicht direkt in der Lésung ist, sondern nur in der vorbehan- 
delten Conidie gestapelt wird oder auBerlich an ihr haften kann. 2. Mit 
subletalen Kupfermengen vorbehandelte Conidien erliegen bei Zugabe 
einer subletalen Schwefeldosis vollstandig der Giftwirkung. Bei der Vor- 
behandlung mit subletalen Schwefelmengen wird durch die Zugabe der 
subletalen Kupferdosis nur ein Teil der Conidien geschadigt. 


Tabelle 9. Getrennte Einwirkung von Kupfer und Schwefel auf die gleichen Conidien. 

Conidien einer 10 Tage alten Kultur in Aqua dest. Die Conidien nach der Vor- 

behandlung mit der einen Komponente (1 Std) abgesaugt und mindestens dreimal 

mit Aqua dest. nachgewaschen. Nach der Resuspension in Aqua dest. die andere 

Komponente zugegeben. Objekttragerkeimversuche bei 24°C im Brutschrank, 
nach 14 Std ausgewertet 


Keimung nach Zugabe yon 


Kei t Keimung nach 
eimprozente | 4.4 Waschen °/, 0,47 Cutt/ml al 2y S/ml "/, 


Behandelt mit 


20 y S/ml 4 96 2 | 

2 S/ml 96 96 60 

4y Cutt/ml 0 4 0 
0,4 » Cut+/ml 90 90 0 


Tabelle 10. Keimprozente verschieden behandelter Conidien. 
Conidien einer 10 Tage alten Kultur (70000 Conidien/ml) in Aqua dest. Keim- 
versuche auf Objekttragern im Brutschrank bei 24°C. Nach 20 Std ausgewertet 


Keim- 
Behandlung pro- 
| zente 
Kontrolle 96 
10 y Schwefel/ml 1 
0,1 y Cut+/ml 96 
10 y Schwefel + 0,1 y Cut+/ml 0 
10 y Schwefel/ml nach 30 min abgewaschen 96 
0,1 y Cut+/ml nach 30 min abgewaschen 96 
10y 8S + 0,1 y Cut++/ml nach 30 min abgewaschen 0 
10 y S/ml nach 30 min abgewaschen, 0,1 y Cut+/ml 0 
sofort dazugegeben 
10 y S/ml nach 30 min abgewaschen, 0,1 y Cut++/ml 96 
. 30 min spdter dazugegeben 
10 y S/ml nach 30 min abgewaschen, 0,1 y Cut++/ml nach 30 min dazu- 
gegeben 96 
Conidien vorher noch einmal gewaschen 


Dieses Ergebnis konnte durch Wiederholungen bestatigt werden, 
wobei allerdings die Keimteste nach der Schwefelvorbehandlung zum 
Teil niedrigere Keimprozente ergeben haben. Dies war der AnlaB fiir den 
folgenden Versuch, in dem die synergistische Wirkung der Kupferionen 
nach dem Abtrennen des Schwefels aus der Auenlosung der Conidien 
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naher untersucht werden sollte. In Versuchen iiber die Schwefelaufnahme 
in die Conidien hatte unter anderem festgestellt werden kénnen, daB 
30 min nach dem Entfernen des Schwefels aus der AuBenlésung kein 
Schwefelwasserstoff mehr von den Conidien gebildet wird. Daraus erhob 
sich die Frage, ob sich diese Conidien gegeniiber Schwermetallsalzen wie 
normale Conidien verhalten oder ob durch die Schwefelvorbehandlung 
ein synergistischer Effekt auftritt. Tab. 10 zeigt die Ergebnisse der Keim- 
versuche verschieden behandelter Conidien. 

Aus diesem Versuch ist klar abzulesen, daB die Schwefelbehandlung der 
Conidien keine Veranderung im Stoffwechsel oder an den Oberfiachen der 
Conidien hervorruft, welche iiber die Schwefelwirkung hinaus erhalten 
bleibt. Hat die Conidie den Schwefel zu Schwefelwasserstoff reduziert, so 
wirkt eine Zugabe von subletalen Kupfermengen nicht mehr toxisch. 
Auch die Spuren des Schwefelwasserstoffs im AuSenmedium rufen keine 
synergistische Wirkung hervor. Fiir den synergistischen Effekt muf der 
koloidale Schwefel in oder an der Conidie vorhanden sein. 


Mikroskopische Untersuchung der Kupferaufnahme 


TROGER hat 1956 und 1957 Kupfer in den Conidien von Fusarium dec. 
nach Kupferbehandlung nachgewiesen. Die erste Frage, die hier in der 
Arbeit beztiglich der mikroskopischen Untersuchungen gestellt werden 
muBte, war die, ob bei subletalen Kupfermengen ein Unterschied zwischen 
den einerseits nur mit Kupfer und andererseits mit Schwefel und Kupfer 
behandelten Conidien festzustellen ist. Die angewendeten subletalen 
Kupfermengen wirkten erst bei der Kombination mit kolloidaler 
Schwefellésung toxisch. Die Kupfermengen sind so gering, daB sie fast 
an der Empfindlichkeitsgrenze des Indicators, 0,1°/,ige Diphenylcarb- 
azonlésung, liegen. Trotzdem war ein deutlicher Unterschied zu sehen. 

Es wurden Conidien einer 10 Tage alten Kultur verwendet und davon 
eine Conidiensuspension mit einer Dichte von 80000 Conidien/ml in 
Aqua dest. Auf eine Probe wirkten 0,2 y Cut++/ml ein, auf die andere 
0,2 y Cut+ + 2y S/ml. Nach 5 Std wurden einige Conidien entnommen, 
iiber einem G 4-Filter gewaschen und mit Diphenylearbazon gefarbt. 
Abb. 2 zeigt eine Conidie der nur mit 0,2 y Cut++/ml behandelten Probe. 
Es ist das Bild einer normalen Conidie. Die Conidie der Abb.3 war 5 Std 
mit 0,2 y Cut+ + 2 y S/ml behandelt und dann mit dem Indicator auf 
Kupfer versetzt worden. Im Gegensatz zu der Conidie in Abb. 1 erscheint 
der Inhalt dieser Conidie strukturell verandert. Es war eine schwache, 
granulare Anfarbung zu sehen, wobei aber nicht nur einzelne Kammern 
der Conidie, sondern die ganze Conidie, wenn eben bei dieser Kupfer- 
konzentration auch nur schwach, angefarbt war. Nach 20 Std hatten bei 
0,2 y Cu++/ml einige Conidien eine schwache Rosafarbung; daneben 
waren aber noch vollkommen ungefarbte Conidien vorhanden. Bei 
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0,2 y Cut+ + 2y S/ml sind nach dieser Zeit, wenn Diphenylcarbazon 
zugesetzt wurde, alle Conidien leicht rosa angefirbt gewesen. Die Farbe 
war etwas kraftiger als bei den nur mit Kupfer behandelten Conidien. 
Hieraus geht bereits hervor, daB durch den Schwefel die Kupferaufnahme 
in die Conidien erleichtert wird. 

In den vorherigen Untersuchungen wai festgestellt worden, daB bei der 
Schwefel-Kupfer-Kombination eine viel kiirzere Einwirkungszeit zur 
Keimhemmung fiihrt als bei der Einwirkung viel gréBerer Kupfermengen 
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Abb.2. 5Std mit 0,2y Cut++/ml behandelte Conidie; mit Diphenylcarbazon gefirbt. VergréBerung 
1500 mal 


Abb.3. 5 Std mit 0,2y Cutt + 2y S/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon gefiirbt. 
Vergr6Berung 1500 mal 


oder Schwefelmengen. Es muBte nun festzustellen versucht werden, 
welchen Einflu& Schwefel auf die KEindringungsgeschwindigkeit der 
Kupferionen hat. Um das eingedrungene Kupfer besser nachweisen zu 
k6énnen, war es fiir diese Versuche giinstiger, etwas stirkere Kupfer- 
konzentrationen zu benutzen. AuBerdem konnte dabei mit kiirzeren 
Hinwirkungszeiten gearbeitet werden. 

Von einer Conidiensuspension in Aqua dest. mit 100000 Conidien/ml 
(Conidien einer 8 Tage alten Kultur) erhielt ein Teil 5 y Cut++/ml und ein 
Teil 5 y Cut+ + 1 y Schwefel/ml. Nach 1, 2 und 3 min wurden Proben 
dieser Suspensionen entnommen und zweimal iiber einem G 4-Filter 
gewaschen. In einem Tropfen der Conidiensuspension (Aqua dest.), der 
sofort mit Diphenylearbazonlésung versetzt wurde, sind unter dem 
Mikroskop an 100—200 Conidien der Anteil der Conidien mit gefirbten 
Kammern ausgezaihlt worden. Bei allen Conidien, ob mit oder ohne 
Schwefel behandelt, hatte sich eine deutlich sichtbare Oberflachenschicht 
des Kupfers gebildet, die sich unter dem Einflu8 des Indicators abléste. 
Uber diese Erscheinung wird an anderer Stelle berichtet. 


Fungicide Wirkung auf Conidien von Fusarium decemcellulare 43 


Wie aus Tab.11 hervorgeht, fordert die kolloidale Schwefellésung die 
Kupferaufnahme in die Conidien ganz betrachtlich. Da 5 y Cut++/ml fiir 
die Conidien bereits toxisch sind, tritt nach langeren Zeiten allerdings 
auch dort eine gréBere Anzahl Coni- 
dien mit gefarbten Zellen auf. Unter-  Tabelle 11. Prozentsatz der Conidien 
suchungen, ob die rapide Steigerung mit positivem Kupfernachweis in ein- 
der Kupferaufnahme von der Menge zelnen Kammern nach kurzzeitiger 
des gleichzeitig einwirkenden Schwe- eae ee Be aS 
fels abhangig ist, ergaben, daB kein Ee 
groBer Unterschied zwischen den Steals ee Bon ithe 
verschiedenen Schwefelkonzentra- Pani 
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tionen festzustellen ist. Bereits 0,5y 2 min 
Schwefel/ml zeigen einen sehr star- 3 min 
ken Effekt. 

Zusammenfassend kann zum AbschluB dieser Versuche gesagt werden, 
da die Kupferaufnahme in die Conidien durch geringe Mengen kolloida- 
len Schwefels erheblich beschleunigt wird und da8 bei geringen Kupfer- 
konzentrationen mehr Conidien Kupfer aufnehmen, wenn gleichzeitig 
kolloidaler Schwefel vorhanden ist. 


IV. Untersuchungen tiber den EHinfluB des Schwefels auf die 
Aufnahme von Blei, Cadmium und Quecksilber in die Conidien 

Da die Kupferaufnahme durch den gleichzeitig anwesenden kolloidalen 
Schwefel stark geférdert wird, wurden entsprechende Untersuchungen 
mit den iibrigen Schwermetallen durchgefiihrt. Vorversuche gaben Auf- 
schluB dariiber, welche Konzentrationen und welche Zeiten angewendet 
werden muBten, um die Schwermetallaufnahme der Conidien mit Diphe- 
nylcarbazon verfolgen zu k6nnen. 


Untersuchung der Kombination Blei—Schwefel 


Die Conidien entstammten einer 10 Tage alten Kultur, die Suspension 
enthielt 100000 Conidien/ml in Aqua dest. Eine Probe erhielt 500 y 
Pb++/ml und eine andere 500 y Pb++ + 20 y Schwefel/ml. Nach 45 min 
konnten die Conidien aus den Lésungen genommen, zweimal iiber einem 
G 4-Filter gewaschen und in Aqua dest. resuspendiert werden. Die Coni- 
diensuspensionen wurden mit Diphenylcarbazonlésung versetzt. Dann 
ist 10 min kraftig Luft durch die Suspension geleitet worden, da fiir die 
Komplexbildung zwischen Blei und Diphenylcarbazon in den Conidien 
Sauerstoff notwendig ist. Unter dem Mikroskop wurde der Anteil der 
Conidien ausgezahlt, die in einzelnen Zellen positive Bleireaktionen 
zeigten. Bei 500 y Pb++/ml waren nach 45 min 10°/, der Conidien ange- 
farbt, aber immer nur 1—2 Conidienzellen (Abb. 4). Die tibrigen Conidien 
waren vollstandig ungefarbt. Nach der Behandlung der Conidien mit 


44 Hetmut MEYER: 


500 y Pb++ + 20 » Schwefel/ml ergab sich nach 45 min ein ganz anderes 
Bild. Saimtliche Conidien waren, wie die Conidie in Abb.5 zeigt, durch- 
gehend angefarbt. Weiterhin waren diese Conidien im Inneren deutlich 
strukturell veriindert. Bei Blei ist also ebenfalls ein deutlicher EinfluB des 
Schwefels auf die Geschwindigkeit des Eindringens des Metalls festzu- 
stellen. Durch den Schwefel wird die Bleiaufnahme in ahnlicher Weise 
wie die Kupferaufnahme gefordert. 


Abb.5. 45 min mit 500y Pb*+* + 20y S/ml behandelte Conidie; mit Diphenylcarbazon gefarbt. 
VergréBerung 1500 mal 


Abb.6. 15td mit 1007 Cdt+ + 2y S/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon gefiirbt. 
VergréBerung 1500 mal 


Untersuchung der Kombination Cadmium —Schwefel 


Es wurden Conidien einer 10 Tage alten Kultur in Aqua dest. (100000 
Conidien/ml) verwendet. Ein Teil der Suspension erhielt 100 y Cd++/ml 
und ein Teil 100 y Cd++ + 2 y S/ml. Nach 1 Std wurden die Conidien aus 
der Losung genommen, zweimal mit Aqua dest. iiber einem G 4-Filter ge- 
waschen und in Aqua dest. resuspendiert. Einem Tropfen jeder Probe 
wurde Indicator zugesetzt. Nach 5 min konnte der Anteil der Conidien 
ausgezihlt werden, welche gefarbte Zellen hatten. In Abb.6 ist eine 
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Conidie dieses Versuches dargestellt, von der drei Kammern auf Cad- 
mium positiv reagierten. Bei der Einwirkung von 100 y Cd++/ml waren 
nach 1 Std nur in 2°/, der Conidien einzelne Zellen angefirbt. Von den 
Conidien, welche 1 Std mit 100 y Cd++ + 2 y S/ml behandelt worden 
waren, hatten dagegen 75°/, gefarbte Zellen. Es liegt also auch bei 
Cadmium eine deutliche Férderung der Metallaufnahme durch die 
gleichzeitige Schwefeleinwirkung vor. 


Untersuchung der Kombination Quecksilber —Schwefel 


Auf Grund der Ergebnisse der vorhergehenden Versuche war zu 
erwarten, daf es durch den kolloidalen Schwefel ebenfalls zu einer 
Foérderung der Quecksilberaufnahme kommt. Entgegen allen Erwartun- 
gen war hier aber kein EinfluB des Schwefels festzustellen. Es wurde mit 
2,3 und 10 y Hg*++/ml und nach verschiedenen Zeiten versucht; es 
konnte aber nie eine Forderung der Quecksilberaufnahme durch den 
Schwefel festgestellt werden. Bei der fungiciden Wirkung einer Kombi- 
nation von Quecksilbersalzlésung und. kolloidaler Schwefellésung muB 
demzufolge etwas anderes fiir den Synergismus verantwortlich sein. 


Diskussion 


Die zunachst naheliegende Vermutung, daB es zu einer Verbindung 
zwischen dem elementaren Schwefel und dem Schwermetall kommt, lieB 
sich nie nachweisen. Die Bildung von Blei- und Cadmiumsulfid ist wahr- 
scheinlich auch nicht verantwortlich zu machen, da bei Kupfer und 
Quecksilber mit Schwefel kein Sulfid entsteht und dennoch ein Synergis- 
mus auftritt. Das gebildete Blei- und Cadmiumsulfid beweist aber, daB 
die Hypothese unwahrscheinlich ist, welche annehmen wiirde, daf durch 
die Schwermetalle keine Entgiftung des Schwefels tiber die Schwefel- 
wasserstoffbildung méglich sei. Eine derartige Ursache fiir eine syner- 
gistische Wirkung beschreibt ABRAHAM (1956) fiir Cephalosporin C und 
Benzylpenicillin. Der Synergismus kommt dort so zustande, dafs Cephalo- 
sporin C die enzymatische Zerstérung des Benzylpenicillins verhindert. 

Dimonp u. Horsratu (1944) hatten schon angenommen, dal die Wir- 
kung bei der Kombination von Kupfer und Schwefel auf die verstarkte 
Kupferwirkung zuriickzufiihren sei, da der untersuchte Pilz fiir Schwefel 
nicht empfindlich war. Dies ist wahrscheinlich auch der Fall, wie aus den 
Ergebnissen dieser Untersuchung hervorgeht; zumindest trifft es bei 
Kupfer, Cadmium und Blei zu. Die Conidien nehmen aus der Mischung 
verstaérkt Kupferionen auf, wenn kolloidale Schwefellésung und Kupfer- 
sulfatlosung zusammen geboten werden. Die Verkiirzung der notwen- 
digen Einwirkungsdauer der Schwefel-Kupfer-Kombination konnte 
geklart werden. Durch den Schwefel wird das Eindringen des Kupfers in 
die Conidien beschleunigt. Desgleichen zeigte die schnellere Blaufaérbung 
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der mit Kupfer und Schwefel behandelten Conidien, da es zu einer 
schnelleren Kupferwirkung kommt. SchlieBlich ergab der Kupfernach- 
weis in den mit subletalen Kupfer- und Schwefelmengen behandelten 
Conidien eine stirkere Konzentration als in den nur mit subletalen 
Kupfermengen behandelten Conidien. Bei der Blei- und Cadmium- 
einwirkung konnte auch eine Férderung der Schwermetallaufnahme in 
die Conidien durch die Schwefelzugabe beobachtet werden. Bei Queck- 
silber war das nicht der Fall. Dieses Ergebnis ist tiberraschend. Bei 
Quecksilber miissen offenbar andere Faktoren fiir die synergistische 
Wirkung verantwortlich gemacht werden. Die grau-griine Farbung der 
mit der Lauge erhitzten Conidien, die bei den nur mit Quecksilber behan- 
delten Conidien nicht auftritt, bietet vielleicht einen Anhaltspunkt fiir 
eine weitere Bearbeitung dieses Problems. 

Wenn damit auch die synergistische Wirkung so weit geklart ist, da 
es zu einem schnelleren und besseren Eindringen der Kupfer-, Blei- und 
Cadmiumionen kommt, so bleibt immer noch die Frage offen, wo die 
Ursachen dieses Geschehens liegen. Bei Kupfer zeigte sich, daB geringe 
Kupfermengen mit und ohne Schwefel zunachst an den Conidienober- 
flichen adsorbiert werden. In einem Fall wirken sie giftig, im anderen 
nicht. Auf der anderen Seite wurde festgestellt, daB durch Schwefel das 
Kindringen des Kupfers erleichtert wird. Dies spricht gegen die Vorstel- 
lung, daB die Metallionen bereits an der Oberfliche der Conidien die 
Giftwirkung hervorrufen. Die Aufnahme der Schwermetalle in die Zelle 
mu iiber einen Weg gehen, auf dem der Schwefel auch eindringt. Da fiir 
den Schwefel die Lipoidphasen der Plasmagrenzschichten bhierfiir ange- 
nommen werden, miissen die Schwermetallionen bei gleichzeitiger 
Schwefeleinwirkung irgendwie auch iiber die Lipoidphasen in die Zellen 
eintreten. Es sei in diesem Zusammenhang auf die Beobachtungen an 
organischen Fungiciden hingewiesen. Die Untersuchungen iiber den 
molekularen Bau der organischen Fungicide haben zur Unterscheidung 
von lipoidléslichen und fungitoxischen Gruppen gefiihrt, welche syner- 
gistisch wirken. Mit zunehmender Eindringungsgeschwindigkeit steigt 
die Toxizitaét (Drmonp u. Horsraut 1955). Der Schwefel tritt so még- 
licherweise beim Synergismus mit Schwermetallen an die Stelle des 
lipoidléslichen Agens. Daf} es wahrscheinlich nur ein Lésungsvorgang des 
Schwefels in den Lipoiden ist, ergibt sich aus der Tatsache, da® die mit 
Schwefel vorbehandelten Conidien nur so lange der synergistischen Wir- 
kung mit Kupfer erliegen, solange auch noch Schwefel in den Conidien 
vorhanden ist. Ist der in die Conidie eingedrungene Schwefel restlos zu 
Schwefelwasserstoff reduziert, dann tritt der Effekt nicht mehr auf. 
Folglich kann der Schwefel keine Veranderungen in den Plasmaober- 
flachen der Conidien hervorgerufen haben, die das Eindringen der 
Schwermetalle erleichtern, 
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Uber das Wie des ganzen Vorgangs kann man sich nur ungefahre Vor- 
stellungen machen. Entweder sind die Lipoide dann, wenn der Schwefel 
darin gelést ist, in einem besonderen physikalischen Zustand, und den 
Schwermetallen wird dadurch der Weg erleichtert; oder man stellt sich 
den Schwefel als kolloidalen Trager vor, auf dessen Oberfliche die 
Schwermetalle adsorbiert sind und so zusammen mit dem Schwefel in die 
Zellen eindringen. 

Als allgemeine Bemerkung sei noch darauf hingewiesen, daB der 
Schwefelreduktionsvorgang ein enzymatischer Vorgang ist, der auf die 
verschiedenen Schwermetalleinwirkungen unterschiedlich reagiert. Er 
wird von Blei- und Cadmiumsalzen nicht auffallig gestért, wahrend 
Kupfer- und Quecksilbersalze die Reduktion verhindern. In diesem 
Zusammenhang sei auf eine Arbeit von LAMBIN u. BERNARD (1955) ver- 
wiesen, welche als eigentlichen Angriffsort des Quecksilberchlorids bei 
Bakterien die Enzyme des Dehydrogenasetyps annehmen. 


Zusammenfassung 


Kombinationen von Cadmium-, Kupfer-, Blei- und Quecksilbersalzen 
mit kolloidalem Schwefel wirken stark synergistisch. Eine blaue Kupfer- 
verbindung, Bleisulfid, Cadmiumsulfid und eine sich mit Lauge grau-griin 
farbende Quecksilberverbindung, welche dabei in den Conidien auftraten, 
konnte nicht in ursdchlichen Zusammenhang mit der synergistischen 
Wirkung gebracht werden. Die nahere Untersuchung des Synergismus 
zwischen Kupfer und Schwefel zeigte eine schnellere toxische Wirkung 
des Gemisches, eine Storung des Schwefelreduktionsvermégens der 
Conidien durch Kupfer und eine starke Forderung der Kupferaufnahme 
durch den Schwefel. Kolloidaler Schwefel fordert auch die Aufnahme des 
Bleis und des Cadmiums in die Conidien, aber nicht die des Quecksilbers. 
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Aus der Kohlenstoffbiologischen Forschungsstation e.V. in Dortmund 


Uber den Einflu8 von Kohlendioxyd 
auf die Stickstoff-Assimilation von Scenedesmus obliquus 
im Licht-Dunkel-Wechsel * 


Von 
MARIA-ELISABETH MEFFERT 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 15. Juni 1960) 


SyRETT (1956 b,c) und Kussier (1957) fanden, daB die aerobe Assimila- 
tion von Nitrat, Nitrit und Ammonsalz bei Stickstoff-Mangelkulturen im 
Dunkeln mit einer CO,-Bindung verbunden ist, die am stiarksten bei 
Verwendung von Ammonsalz und am schwachsten bei Verwendung von 
Nitrat ist. Es war daher von Interesse, zu priifen — auch im Hinblick 
auf die CO,-Dosierung bei Algen-GroBkulturen —, ob die Assimilation 
von Ammon-Stickstoff bei normal ernéhrten Algenkulturen in der Dunkel- 
periode von der CO,-Zufuhr abhangig ist. 


Methodisches 


Algen. Die Versuche wurden mit Scenedesmus obliquus (Turp.) Kriiger durch- 
geftihrt. Die Ausgangskultur stammte aus der Sammlung von Professor PRINGSHEMM, 
Gottingen. 

Nahrlésung. Pro Liter aqua dest. wurden gegeben: 0,272 g (NH,),HPO,, 0,18 g 
MgSO,-7H,0, 0,14 g KH,PO,, Spurenelemente modifiziert nach ARNON (Krauss 
1953), Hisen nach RopuHE= (1948). Da das py, das zu Beginn der Versuche 6,8 betrug, 
mit der Ammon-Aufnahme fallt, wurde — auch um die notwendige Stickstoffmenge 
zu geben — NH, (Dy, = 0,910, 24,03°/,, in einer Verdiinnung von 1:10) vom ersten 
Versuchstag an zweimal taiglich zugesetzt. Die Menge des zugegebenen NH, richtete 
sich dabei nach dem pq der Suspensionen, das nach der Zugabe meist schon in 
wenigen Minuten sank, was auf eine schnelle Ammoniak-Aufnahme schlieBen lieB. 
Damit wurden insgesamt 481,5 mg Ammon-Stickstoff/l1 gegeben, die in der Serie I 
zu 82,79/, und in der Serie II zu 78,3°/, aufgenommen wurden. Am zweiten Versuchs- 
tag wurden ferner nochmals 0,14 ¢ KH,PO, und 0,18 g MgSO,-7H,0 pro Liter 
gegeben. 

Belichtung und Temperatur. Die Suspensionen befanden sich zu je 250 ml in 
Roux-Flaschen (acht Flaschen pro Serie), die liegend auf einem Holzrahmen ge- 
schiittelt wurden, Apparatur nach ARNON u. Mitarb. (1955). Als Lichtquelle dienten 
unterhalb der Flaschen angebrachte Leuchtstoffrohren der Type Osram-L, 65 W. Die 
Beleuchtungsstirke betrug in der Héhe der KulturgefafBe an den Seiten 7500 Lux 
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und in der Mitte 11000 Lux. — Um die Unterschiede in der Beleuchtungsstarke, die 
die Vermehrung unterschiedlich hatte beeinflussen kénnen, zu eliminieren, wurde der 
Platz jeder Roux-Flasche innerhalb des Schiittelrahmens dreimal taglich gewechselt. 
Die Licht-Dunkelperioden wechselten im 12:12 Std-Rhythmus. — Nach Davis u. 
Mitarb. (1953) ist bei diesem Licht-Dunkel-Rhythmus und einer Beleuchtungs- 
starke von 10800 Lux (1000 f.c.) die Substanzproduktion bei wechselnden Tempera- 
turen (am Tag 25°C, in der Nacht 15°C) gréBer. MiLnEr (siehe Davis 1953) erhielt 
ahnliche Ergebnisse an Freilandkulturen, stellte auBerdem aber noch Beziehungen 
zwischen den Tag- und Nachttemperaturen und der Beleuchtungsart und -starke 
(Sonnenlicht, diffuses Licht und Schatten) fest. Daher wurde bei diesen Versuchen 
die Temperatur in der Lichtperiode auf 23°C (--0,5—1,0°C) und in der Dunkel- 
periode auf 15°C eingestellt (eine hhere Temperatur in der Lichtperiode konnte zu 
der Zeit aus technischen Griinden nicht erreicht werden). 

Begasung. In die Kulturen wurde ein Luft-CO,-Gemisch eingeleitet, das 5 Vol-°/) 
CO, enthielt. Serie I erhielt dieses Gasgemisch wahrend der Hell- und Dunkel- 
periode, Serie II nur wahrend der Lichtperiode. Wahrend der Dunkelperiode wurde 
hier die gleiche Menge Luft, die mittels Natronkalk weitgehend von CO, befreit war, 
eingeleitet. 

Beimpfung. Die Nahrlésung wurde mit einer Suspension, die unter den Versuchs- 
bedingungen kultiviert worden war, auf eine anfangliche Zellkonzentration von 
15,0 - 10® Zellen pro Milliliter beimpft. Dazu wurde die Suspension steril zentri- 
fugiert und das Sediment in sterilem aqua dest. aufgeschwemmt. Die relativ hohen 
Zellkonzentrationen wurden gewahlt, um auch mit geringen Suspensionsmengen 
Werte von ausreichender Genauigkeit zu erhalten. 

Probenahme und Bestimmungen. Um 7 Uhr (Beginn der Lichtperiode), 13 und 
19 Uhr (Ende der Lichtperiode) wurden aus jeder Kultur 10 ml entnommen und die 
Proben einer Serie zusammengegeben. Daraus wurden das 'Trockensubstanz- 
gewicht, die Zellkonzentration und die Stickstoff-Konzentration des abzentrifugier- 
ten Sedimentes bestimmt. Jeder Wert ist somit ein Mittelwert aller acht Parallelen. — 
Fiir die Trockensubstanzbestimmung wurden fiir jeden Wert je 10 ml Suspension 
in drei gewichtskonstante Zentrifugengliser pipettiert und zentrifugiert. Das Sedi- 
ment wurde mit aqua dest. ausgewaschen und nach nochmaligem Zentrifugieren 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der am Ende des Versuchs durch Einzel- 
aufarbeitung der Parallelen bestimmte Fehler des Mittelwertes betrug bei den 
Trockensubstanzgewichten der Serie I + 0,64°/), in der Serie II +0,79°/,. — Die 
Zellkonzentration wurde mit dem Himatocymeter nach THoma ermittelt. — Fiir 
die Mikro-Stickstoffbestimmungen nach KseLpAHL wurden anfangs abzentrifugierte 
Sedimente von je 20 ml Suspension, spater von je 10 ml Suspension verwandt. Fiir 
die Veraschung wurden CuSO,, K,SO, und H,SO, zugesetzt, die Destillation und 
Titration erfolgte in der tiblichen Weise. 


Ergebnisse und Diskussion 


Die in der Abb. 1 wiedergegebene Wachstumsrate zeigt, daB in den 
ersten drei Dunkelperioden ohne CO, (II) entweder kein Wachstum 
(Zunahme des Trockensubstanzgewichtes/Volumeneinheit) oder ein 
Substanzverlust erfolgte. Dagegen ist mit CO,-Zufuhr in der Dunkel- 
periode (I) ein deutlicher Zuwachs festzustellen. In der Lichtperiode 
liegen dagegen in der Serie II die Maxima der Wachstumsrate hoher als 
in der Serie I. Da aber die anderen, am Tage gemessenen Wachstums- 
raten der Serie II wieder niedriger liegen als die der Serie I, ist der in 
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allen Lichtperioden gemessene Zuwachs der Serie II nicht wesentlich 
héher als der der Serie I. Somit wird der nachtliche fehlende Zuwachs 
nicht kompensiert. Die Trockensubstanzmenge pro Liter liegt daher am 
Versuchsende in der Serie II um etwa 280 mg niedriger als in der Serie I 


(siehe Tab. 1). 


Tabelle 1. Trockensubstanzmenge und Stickstoffkonzentration von Scenedesmus 
obliquus-Kulturen mit (I) und ohne (IL) CO,-Zufuhr in der Dunkelperiode 


een , N-Gehalt der Trocken- N-Konzentration 

ee Trockensubstanz in mg/1000 ml substanz in mg/1000 ml euprorent 
I | I Toe ail ir I een 
0 286,6 286,6 26,3 26,3 92 | 9,2 
5 4063,3* 3783,3* 398,2 377,5 9,8 | 9,9 


* Die Differenz zwischen den Mittelwerten der beiden Serien ist gesichert. 


Die Rate der Stickstoff-Aufnahme (Abb. 2) verhalt sich ahnlich wie die 
Wachstumsrate: sie ist in der Dunkelperiode ohne CO,-Zufuhr (IT) niedriger 
als mit CO,-Zufuhr (I). Auch die Maxima in der Lichtperiode liegen bei der 
Serie II héher als bei der Serie I. Die verringerte Stickstoff-Aufnahme 
in der Dunkelperiode kann aber durch die verstarkte Aufnahme in der 
Lichtperiode nur bis zum ersten Tag kompensiert werden. Der Stickstoff- 
gehalt der Trockensubstanzmenge pro Liter liegt daher in der Serie II 
am Versuchsende um etwa 20 mg niedriger als in der Serie [. — Wahrend 
der Versuchszeit nimmt die Stickstoff-Konzentration in beiden Serien 
bis auf etwa 10°/, bezogen auf Trockensubstanz zu, was auf die reichliche 
Ammoniak-Zufuhr zuriickgefiihrt wird. 

Die Abb.1 und 2 zeigen damit, daB der zeitliche Verlauf der Stickstoff- 
Assimilation und des Wachstums weitgehend ahnlich ist: in Zeiten mit 
hoher Stickstoff-Assimilation wird auch ein starker Zuwachs festgestellt 
und umgekehrt. Wodurch die unterschiedliche Lage der Maxima — am 
1. Versuchstag wurden die héchsten Raten am Nachmittag, an den fol- 
genden Tagen am Vormittag, in der Serie IIT am 4.'Tag wieder nach- 
mittags gemessen — verursacht wird, miiBte noch gepriift werden. Denn 
die Versuchsbedingungen wurden, wie eingangs erwahnt, an allen Tagen 
eingehalten. Auch die Ammoniak-Zufuhr erfolgte taglich zu den gleichen 
Zeiten. 

In beiden Serien fallt die Wachstumsrate in der Nacht starker als die 
Rate der Stickstoff-Aufnahme,d.h.,daB die relative Stickstoff-Konzentra- 
tion der Substanz (Prozent Stickstoff bezogen auf Trockensubstanz) am 
Ende der Dunkelphase hoher ist als zu Beginn. Umgekehrt ist wahrend 
der Lichtperiode die Wachstumsrate hdher als die Rate der Stickstoff- 
Aufnahme — eine Ausnahme bildet der 3. Versuchstag. Die relative 


Stickstoff-Konzentration fallt demnach im Verlauf der Lichtperiode. 
4* 
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(Uber den genaueren Verlauf der Stickstoff-Assimilation kann hier — 
auf Grund von nur drei Bestimmungen innerhalb von 24 Std — nichts 


4,82) 
7.38 (1) 


Versuchstage 


Abb.1. Relative Wachstumsrate R bei Kulturen 

von Scenedesmus obliquus im Licht-Dunkel-Wech- 

sel. R1/t.—t, log G,/G,; G Trockensubstanzge- 

wicht in mg/100 ml; ¢t,und ¢,Zeiten der Probe- 

nahme; ¢ Zeit in Tageseinheiten. — - Serie | 
(5 Vol-°/, CO, in der Dunkelperiode); 

= =—> Serie IT (kein CO, in der Dunkelperiode) 


Versuchstage 


Abb.2. Relative Rate der Stickstoffaufnahme 

bei Kulturen von Scenedesmus obliquus im Licht- 

Dunkel-Wechsel. RN 1/t, —t, log N,/N,; N Stick- 

stoffkonzentration der Substanz in mg/l; ¢, ¢,, 

t, siehe Abb. 1.——— Serie I (5 Vol-°/, CO, in 

der Dunkelperiode); -——~—— Serie II (kein CO, 
in der Dunkelperiode) 


gesagt werden, siehe hierzu 
MéxuER 1960.) Bei diesen Ver- 
suchen zeigt also der relative 
Stickstoffgehalt innerhalb von 
24 Std eine deutliche rhyth- 
mische Schwankung, die maxi- 
mal 2°/, bezogen auf Trocken- 
substanz betragt (Abb.3). Dabei 
liegen die Maxima meist am 
Ende der Dunkelperiode und 
die Minima immer am Ende der 
Lichtperiode. MU LiER (1960) 
fand bei derselben Alge und 
unter ahnlichen Anzucht- und 
Kulturbedingungen bei  hau- 
figerer Probenahme das Maxi- 
mum etwa 4 Std nach Belich- 
tungsbeginn. Tamiya u. Mitarb. 
(HaAsE 1957) stellten bei Chlorella 
ellipsoidea bei dem Ubergang 
von Dunkelzellen zu Lichtzellen 
(Definition nach Tamrya) nach 
Belichtungsbeginn eine Ab- 
nahme der relativen Stickstoff- 
Konzentration fest. Entgegen 
den hier dargelegten Befunden 
wurde aber bei den Lichtzellen 
mit zunehmender Zellmasse 
wieder ein Anstieg der Stickstoff- 
Konzentration beobachtet. Das 
Minimum mit etwa6,5°/, Stick- 
stoff in der Trockensubstanz 
wird somit nach Einsetzen der 
Belichtung gefunden und das 
Maximum mit etwa 7,6°/, liegt 
vor Beginn der Dunkelperiode. — 
Diese verschiedenen Befunde 
kénnten einmal auf ein unter- 
schiedliches Verhalten der beiden 


Algen Chlorella und Scenedesmus zuriickgefiihrt werden, oder es kénnten 
die verschiedenen Anzucht- und Kulturbedingungen auf das Verhalten 
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der Zellen von EinfluB sein (Soroxry 1958). Ferner ist es denkbar, 
daB durch die von Tamiya u. Mitarb. benutzte andere Methode der 
Synchronisierung ein Zellmaterial erhalten wurde, das physiologisch mit 
der nach dem hier angewandten Verfahren gewonnenen Impfsubstanz 
nicht vergleichbar ist (PrRson u. LORENZEN 1958 ; Soroxrn 1957; 
SoOROKIN u. Mymrs 1957). 

Hinsichtlich der Beziehungen zwischen CO,-Dunkelfixierung und 
Stickstoff-Assimilation fanden Syrert (1956 b,c) und Kessimr (1957) an 
Stickstoff-Mangelkulturen 
von Chlorella vulgaris und 
Ankistrodesmus falcatus nach 
Zugabe von Ammonstickstoff 
eine starkere Dunkelfixierung 
von CO,, als nach Zugabe 
von Nitratstickstoff. So ist 
nach Syretr (1956c) die 
Dunkelfixierung von CO, nach 
Zugabe von Ammonverbin- 
dungen ca. fiinfmal héher als 
nach Zugabe von Nitraten. 6,00 

SyReEtt fand gleichzeitig eine 


ignifika Abnahme der 
signifik nke b Abb. 3. Stickstoffkonzentration in Prozent bezogen auf 
intracellularen P olysaccha- Trockensubstanz bei Kulturen von Scenedesmus obliquus 


ride. Er ist daher der An. $miictcbanlel esha ——— seed G¥or%; 6 
sicht, daB das fixierte Co, der Dunkelperiode) 
bei dem Abbau der Kohlen- 
hydrate fiir die Carboxylierung von Brenztraubensadure bendtigt wird. 
Das entstehende Oxalacetat geht in den Citronensaéurecyclus ein, wobei 
die fiir die Synthese bestimmter (glucoplastischer) Aminoséuren not- 
wendigen Ketosauren gebildet werden. Diese Reaktionen laufen nach 
der Meinung von Syrerr bei Zugabe von Ammonsalzen in verstarktem 
MaBe ab, denn er fand, daB die Synthese-Rate von organischen Stickstoff- 
verbindungen in ammonsalzhaltigen Medien vier- bis fiinfmal gréBer ist, 
als in nitrathaltigen Suspensionen (SYRETT 1956a,c), was mit der Rate 
der Dunkelfixierung von CO, iibereinstimmt. Fiir die Ansichten von 
Syrerr sprechen auch die Befunde von BoncErs (1956) und MILLBank 
(1957), wonach Ammonstickstoff bedeutend stirker assimiliert wird als 
Nitratstickstoff und wonach die in ammonsalzhaltigen Medien kultivierte 
Substanz von Chlorella weniger Ketosaéuren enthalt, als die in nitrat- 
haltigen Medien kultivierte. Offenbar werden Ketosdéuren in Gegenwart 
von Ammonstickstoff schneller aminiert. 

Nach unseren Untersuchungen diirfte die CO,-Zufuhr in der Dunkel- 
periode einen Einflu8 auf die Stickstoff-Assimilation sowohl in der 


71,00 


% Shickstolt | a. Trackensubstonz 


Versuchstage 
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Dunkel- als auch in der darauf folgenden Lichtperiode bei Kulturen mit 
ammonsalzhaltigen Medien haben. Bei dem Versuch, diese Befunde mit 
den von Syrert und Kesster zitierten in Verbindung zu bringen, bietet 
sich folgende Uberlegung an: Wenn das fixierte CO, zur Carboxylierung 
der Brenztraubensaure dient, dann miiBte CO,-Mangel die Carboxylie- 
rungsreaktion begrenzen und damit den Abbau von Polysacchariden ver- 
ringern. Der so entstehende Mangel an Ketosaiuren, den Ammoniak- 
Acceptoren, sollte die Stickstoff-Assimilation einschranken. Denn nach 
BoncGeErs (1956) wird die Stickstoff-Assimilation durch die in der Zelle 
vorhandenen, fiir die Aminierung geeigneten C-Verbindungen begrenzt, 
so daB bei Mangel an diesen Ammoniak (bei Nitratmedien Nitrat) an das 
Medium abgegeben wird. Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde in 
der Dunkelphase bei CO,-Mangel eine geringere Stickstoff-Assimilation 
festgestellt als mit CO,. Dieser Befund kénnte im Sinne von SYRETT als 
Folge einer verringerten Carboxylierungsreaktion erklart werden. Die bei 
Zufuhr von CO, in der Dunkelperiode (I) beobachtete starkere Stickstoff- 
Assimilation und der gleichzeitig beobachtete Substanzzuwachs kann als 
eine Bestatigung der Befunde von Syretr und KessLeR angesehen 
werden. 

Immerhin wird auch in der Serie II eine deutliche Stickstoff-Assimi- 
lation in der Dunkelperiode festgestellt. Dabei ist der Substanzzuwachs 
immer geringer als in der Serie I oder es wird ein Substanzverlust (in zwei 
Nachten) gemessen. Danach wiirde dei respiratorische Substanzabbau in 
der Dunkelperiode ohne CO,-Zufuhr trotz der Stickstoff-Assimilation 
erkennbar, weil keine oder nur eine geringe Substanzmenge produziert 
wird. Es ware daher zu untersuchen, in welcher Form der in der Dunkel- 
periode ohne CO,-Zufuhr aufgenommene Ammonstickstoff in der Zelle 
vorliegt. So ware bei Verwendung des Atmungs-Kohlendioxyds auch eine 
Synthese von Aminosaéuren und Amiden in begrenztem Umfang denkbar. 
Ferner bestiinde vielleicht die Méglichkeit, daB dieser Stickstoff bis zu 
einer gewissen Konzentration anorganisch gespeichert werden kann. Da 
in der folgenden ersten Halfte der Lichtperiode in der Serie II eine 
starkere Stickstoff-Assimilation und auch ein gréBerer Substanzzuwachs 
festgestellt wird, ist anzunehmen, daB hier mehr Ketosduren aminiert 
werden kénnen als bei CO,-Zufuhr in der Dunkelperiode (I). Danach 
miiBte bei den Zellen der Serie II eine Reserve an Polysacchariden oder 
Ketoséuren vorhanden sein, die bei Zufuhr von CO, (II, bei Beginn der 
Lichtperiode) fiir die Aminosiure-Synthese zusitzlich eingesetzt werden 
kann und die bei CO,-Zufuhr in der Dunkelperiode (I) bereits verbraucht 
oder weitgehend verbraucht wurde. — Es ist beabsichtigt, durch Analyse 
der Stickstoff-Verbindungen und der Kohlenhydrate AufschluB zu 
erhalten, um anschliefend auch auf die energetischen Verhiiltnisse ein- 
gehen zu kénnen. 
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Zusammenfassung 


Es wurde die Abhangigkeit der Stickstoff-Assimilation von der CO,- 
Zufuhr in der Dunkelperiode an Kulturen von Scenedesmus obliquus in 
ammonsalzhaltigen Nahrmedien untersucht. Dabei wurde festgestellt, 
daB die Rate der Stickstoff-Aufnahme und die Wachstumsrate mit CO,- 
Zufuhr in der Dunkelperiode wahrend dieser Zeit gréBer ist, als ohne 
CO,-Zufuhr. Dagegen ist in der ersten Halfte der darauf folgenden Licht- 
periode die Stickstoff-Aufnahme und der Zuwachs an Trockensubstanz 
bei den Kulturen gréBer, die in der Dunkelperiode kein CO, erhielten. 

Fiir die Deutung der Ergebnisse werden die Befunde von SyRert iiber 
die Dunkelfixierung von CO, in ammonsalzhaltigen Medien und die 
daraus entwickelten Ansichten iiber den Zusammenhang zwischen 
Stickstoff-Assimilation und CO,-Fixierung herangezogen. 


Frau MUnLer-WeEcKER (Max Planck-Institut fiir Ernahrungsphysiologie) 
wird fiir die Durchfiihrung der Stickstoff-Analysen auch an dieser Stelle Dank 
gesagt. 


Dem Kultusministerium von Nordrhein-Westfalen sei fiir die Finanzierung 
gedankt. 
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Die Wirkung von Nisin auf Clostridium butyricum Prazm. 


Von 
H. R. RAMSEIER 


Mit 22 Textabbildungen 
(Eingegangen am 27. Mai 1960) 


Nisin ist eine antibiotische Substanz, die von gewissen Streptococcus 
lactis-Stammen gebildet wird und die aus einer Familie eng verwandter 
Polypeptide besteht (CHEHSEMAN u. BERRIDGE 1959; BERRIDGE 1949, 
1952; Hirscu 1951a; BerripGs et al. 1952). Von diesen konnten vier 
aktive Bestandteile isoliert werden: die Nisine A (49°/,), B (32°/,), 
C (12°/,) und D (5°/,), wobei die spezifische Aktivitat der Komponenten 
A und B gleich war und jene von C und D etwa 20°/, der ersteren auf- 
wies (BERRIDGE et al. 1952). Nisin zeigt damit eine Verwandtschaft zu 
anderen antibiotisch wirkenden Polypeptiden, die ebenfalls mehrere 
aktive Komponenten aufweisen (Bricas u. Fromacrot 1953). Nach 
BERRIDGE et al. (1952) besitzen die vier aktiven Polypeptide des Nisins 
sehr ahnliche Aminosdéurezusammensetzungen. Jene von Nisin A wurde 
erst kirzlich von CHEESEMAN u. BERRIDGE (1959) untersucht, und es 
wurden folgende Aminosduren gefunden: Leucin, Isoleucin, Methionin, 
Valin, Prolin, Alanin, Glycin, Serin, Asparaginsaure, Histidin, Lysin und 
die S-haltigen /-Methyl-lanthionin und Lanthionin. Neben Nisin weisen 
nur die Polypeptidantibiotica Subtilin und Cynnamycin diese S-enthal- 
tenden Aminosaéuren auf (NEWTON et al. 1953). 

Das Nisinbildungsvermégen von Sér. lactis wurde von Hirscu (1951 a,b) 
eingehend untersucht. Die Festlegung der Nisineinheiten erfolgte 1947 
durch Marrick u. Hirscu. 

Nisin ist nur gegen grampositive Organismen wirksam, so gegen alle 
wichtigen Milchséurebakterien (SHAHANT 1958b; Rrrrer 1957; GALEs- 
Loot 1957; WINKLER u. FROuLIcH 1957), Streptokokken der Lancefield- 
gruppen A, B, E, F, G, H, K, M und N, Pneumokokken, Bacillen, 
Clostridien und andere mehr (Mattick u. Hrrscu 1949). 


Obwohl die Wirkung von Nisin schon langere Zeit bekannt war (RocERs 1928: 
WuitEHEAD 1933; MeaANWELL 1943), wurde das Antibioticum erst in neuerer Zeit 
eingehender und besonders auf seinen therapeutischen Wert hin untersucht- 
Gowans et al. (1952) fanden, daB sein medizinischer Wert gering sei, obwohl 
gewisse Teilerfolge bei der Mastitisbekampfung nicht fehlten (Taytor et al. 1949). 
Hingegen erweckte die Aktivitat von Nisin gegen sporenbildende Organismen die 
Aufmerksamkeit der Nahrungsmittelindustrie. Ganz besondere Beachtung wurde 
und wird immer noch der Wirkung dieses Antibioticums auf den gefiirchteten 


58 H. R. RAMSEIER: 


Erreger der Spaitblahung bei Hartkase Clostridiwm butyricum Prazm. geschenkt, der 
auch fiir groBe Schiden in der Schmelzkaseindustrie verantwortlich ist. Versuche 
zur Hemmung oder Abtétung dieses Sporenbildners in Natur- und Schmelzkase 
wurden daher schon frith durchgefiihrt (Hirscu et al. 1951; McCLInTocK et al. 1952; 
Kooy u. Petre 1952; BerripGr 1953; GaLesLoor et al. 1957; GALESLOOT u. 
Prrre 1957 u.a.). Die Zugabe von Nisin zu einem so komplexen Substrat wie 
Naturkase fiihrte einerseits zur Hemmung kasereitechnisch wichtiger Organismen, 
wahrend andererseits gefunden wurde, daf zahlreiche Milchsaurebakterien (L. plan- 
tarum, Str. lactis, Str. cremoris, Str. faecalis und Leuconostoc-Arten) das Antibio- 
ticum durch Bildung einer Nisinase zerstéren kénnen (GaLESLOoT 1956; Kooy 
1952; Kooy u. Perre 1952). Die Anwendung von Nisin in der Schmelzkaserei ist 
wesentlich erfolgreicher, da Schmelzkase keine Garung durchlaufen darf. Es geht 
somit nur darum, vorhandene Organismen, insbesondere Clostridien, an ihrer Aus- 
keimung zu verhindern (HAWLEY 1955). 


Die Ansichten iiber die Wirkung von Nisin auf Cl. butyricum, ins- 
besondere seine Wirkung auf Sporen, gehen zum Teil recht weit ausein- 
ander. Exakte in vitro-Untersuchungen dieses Problemes liegen nicht 
vor, und es ist der Zweck dieser Arbeit, die Wirkung von Nisin auf Sporen 
und. vegetative Zellen von Clostridium butyricum und den Mechanismus 
der Nisinwirkung aufzuklaren. 


Material und Methoden 


Bakterienmaterial. Fiir die Untersuchungen lagen acht Stamme von Cl. 
butyricum vor. Die Stamme 208, 217, 221 und 222 erhielten wir aus dem Institut fiir 
Landwirtschaftliche Bakteriologie und Garungsbiologie der ETH, wo sie von 
RicHaRD (1950) mit Ausnahme von Stamm 227 (Schmelzkise) aus Emmentalerkase 
isoliert worden waren. Die Stamme F (aus Schabziger), G (aus Emmentalerkiase) 
und NC (aus Schmelzkase) wurden von Sttssr (1960) isoliert. Ein Stamm, H, wurde 
von der Firma Aplin u. Barrett Ltd., Yeovil, England, zur Verfiigung gestellt. Die 
weitaus meisten Untersuchungen wurden mit Stamm 227 vorgenommen. Alle 
Stamme wurden lyophilisiert aufbewahrt. 

Nahrmedien und Kulturbedingungen. Das von Ertiker, ANDERSON u. 
Hannesson (1956) fiir die Ziichtung von Milchsiurebakterien vorgeschlagene 
Medium, das wir HAH-Medium nennen, erwies sich dank seiner Reichhaltigkeit als 
ein ausgezeichneter Nihrboden fiir Cl. butyricum. Das Medium weist folgende 
Zusammensetzung auf: 2°/, Bacto-Trypton (Difco); 0,5°/, Hefeextrakt (Difco); 
0,25°/, Gelatine; 0,5°/) Glucose; 0,5°/, Lactose; 0,5°/, Saccharose; 0,4°/, NaCl; 
0,15°/) Na-acetat; 0,05°/, Ascorbinsiure; 1,5°/) Agar; Leitungswasser; py vor der 
Sterilisation 6,8, nach der Sterilisation um 6,5. Andere Medien wurden nur zu Ver- 
gleichszwecken herangezogen, so das RCM-Medium nach Hirscn u. GRINSTED 
(1954) und das AC-Medium (Difco, B 316). Zur Herstellung anaerober Verhaltnisse 
wurden die Medien vor der Beimpfung wahrend 30 min im Wasserbad ausgekocht 
oder frisch sterilisiert verwendet. 

Alle Kulturen wurden in mit Thermostaten versehenen Wasserbiadern bei 37°C 
(++ 0,1°C) bebriitet. Als Reagensgliser dienten normale (15 160mm) mit 15 ml 
Medium oder kleinere (12 x 130 mm) mit 10 ml Medium. 

Nisin. Das Nisin wurde in dankenswerter Weise von der Firma Aplin u. Bar- 
rett Ltd., Yeovil, England, zur Verfiigung gestellt. Es wurde in Form zweier 
Praparate geliefert: als lyophilisiertes Nisinpraparat mit einer Aktivitat von 1 - 10° 
Kinheiten je Gramm (Liésungsmittel 0,02 n HCl), mit dem die meisten Unter- 
suchungen vorgenommen wurden, und als reines Nisin mit einer Aktivitaét von 
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65,4 - 10° Kinheiten je Gramm (Lésungsmittel 0,02 n HCl), baw. 34,0 - 108 Hinheiten 
je Gramm (Lésungsmittel destilliertes Wasser). Reines Nisin war nur in sehr 
bescheidenen Quantitaten erhaltlich. Die Aktivitaten beider Nisinpraparate basie- 
ren auf den von Marrick u. Hrrscw (1947) definierten Nisineinheiten. 


Lésung und Verdiinnung von Nisin und Zugabe zum Medium. Als 
Lésungs- und Verdiinnungsmittel diente, wenn nicht anders angegeben, 0,02 n HCl 
(pu 2). Die Zugabe von Nisin zum Medium erfolgte in Form eines Milliliters des Ver- 
diinnungsmittels. Um die anaeroben Verhaltnisse im Medium nicht zu storen, wurde 
bewu8t auf die sonst iibliche Verdiinnung des Antibioticums im Medium selbst ver- 
zichtet. Die Nisinkonzentrationen sind in Einheiten je Milliliter Testfliissigkeit 
(E/ml) angegeben. 

Nisinbestimmungsmethode. In Anlehnung an die Arbeiten von CraK u. 
Haun (1958), TRerrers (1956), Hopps et al. (1956), BERRIDGE u. BARRETT (1952) 
und Jostyn u. GALBRAITH (1950) wurde eine turbidimetrische Bestimmungs- 
methode ausgearbeitet, die bereits beschrieben wurde (RAMSEIER 1959). 

Bakterienzihlmethoden. Die direkte Zahlung wurde in einer Petroff- 
Hausser-Kammer unter dem Phasenkontrast vorgenommen, wobei der von Sriissr 
(1960) beschriebene Zahlmodus Anwendung fand, d.h. Verdiinnung der Probe auf 
etwa 12-10’ Organismen/ml (etwa 6 Organismen je kleines Kammerquadrat) und 
Auszahlung von 8 kleinen Quadraten in je 10 groBen Quadraten aus 3 verschiedenen 
Kammerfillungen. 

Fir die kulturelle Bestimmung von Cl. butyricum arbeiteten wir in Anlehnung 
an ANDERSEN (1951) folgende anaerobe Plattenmethode aus: 15 ml EAH-Agar 
wurden in der Platte mit 1 ml der Probe vermischt. Uber den erstarrten Agar 
wurden 15 ml Wasseragar, 0,075 °/, Cystein enthaltend, gegeben und diese Schicht 
nach ihrer Erstarrung mit weiteren 30 ml Cystein-Wasseragar iiberdeckt. Die 
Bebriitung erfolgte im gewohnlichen Brutschrank bei 37°C. Da Cl. butyricum ein 
starker Gasbildner ist, konnen die Platten nur kurze Zeit bebriitet werden. Hine 
Bebriitung wahrend 14 Std geniigte. Der Agar war zu dieser Zeit nur leicht geblaht, 
und die Kolonienzahl blieb auch bei verlangerter Bebriitung unveraindert. Zur Her- 
stellung von Verdiinnungsreihen wurde bei Sporen dest. Wasser und bei vegetativen 
Zellen m/15 Phosphatpuffer (pq 6,8) verwendet. Die bei Sporen auf Platten ermittel- 
ten Keimzahlen betrugen etwa 50°/, der durch die direkte Kammerzahlung erreich- 
ten Werte, was mit den Ergebnissen von WYNNE u. Foster (1948) (Cl. botulinum) 
iibereinstimmt. Bei vegetativen Zellen betrug der entsprechende Wert nur etwa 
10°/,. Die Mortalitat vegetativer Zellen von Cl. butyricum scheint bei Uberfiihrung 
der Organismen in Lésungsmittel von anderer osmotischer Beschaffenheit sehr groB 
zu sein. GossLING (1958) gibt eine solche von 80°/, an. Dazu kommt, daB die direkte 
Zahlung zahlreiche tote Organismen erfat. Da fiir die vorliegende Arbeit nur rela- 
tive Daten benétigt wurden, fiel dieser Nachteil nicht stark ins Gewicht. 

Herstellung vegetativer Kulturen. Vegetative Kulturen wurden durch 
mehrfache unpasteurisierte Uberimpfungen in EAH-Bouillon mit sehr kleinen 
Inocula (Oese) hergestellt. Der sporenlose Zustand einer Kultur wurde durch das 
mikroskopische Bild und die Pasteurisationsprobe (10 min bei 76—78°C) fest- 
gestellt. 

Herstellung von Sporensuspensionen. Die Trennung vegetativer Zellen 
und Sporen durch bloBes Waschen (Hrrzman et al. 1957), durch Aktivierung zell- 
wandlytischer Fermente (STRANGE u. DarK 1957), durch Suspendierung in HCl 
(px 2) mit anschlieBender Bebriitung (CHuRcH et al. 1954) oder durch die von 
Brown et al. (1957) vorgeschlagene Lysozymbehandlung fiihren bei Cl. butyricum 
nicht zum Ziele. Es wurde gefunden, da eine enzymatische Auflésung vegetativer 
Zellen und Sporangienreste mit Trypsinkonzentrationen, wie sie von HAYASHI u. 
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BarKuLis (1959) fiir die Verdauung von Streptokokkenzellwanden verwendet. 
wurden, erfolgreich war. Wir entwickelten folgende Methode: Die mit einem pasteu- 
risierten und reich versporten Inoculum (10°/, Vol./Vol.) versetzte EAH-Bouillon 
(400 ml) wurde wahrend 48 Std bei 37°C bebriitet. Die zu etwa 80°/, versporte 
Kultur wurde vom Medium abzentrifugiert (1400 g), viermal durch Zentrifugation in 
dest. Wasser gewaschen, dann in 200 ml m/15 Phosphatpuffer (px 7,8), 0,02 mg/ml 
salzfreies Trypsin enthaltend, resuspendiert und wahrend 3—4 Std bei 37°C 
bebriitet. Die mikroskopische Kontrolle zeigte nach dieser Behandlung freie Sporen; 
vegetative Reste waren aufgelést. Der trypsinhaltige Puffer wurde durch vier 
Waschungen mit dest. Wasser entfernt, und die Sporensuspension konnte bei 4°C 
in dest. Wasser monatelang ohne Schadigung der Keimfahigkeit aufbewahrt werden. 

Herstellung von Zellsuspensionenund Bestimmung der Zelltrocken- 
gewichte. Fiir verschiedene Untersuchungen wurden Suspensionen vegetativer 
Zellen wie folgt hergestellt: Die wahrend bestimmter Zeit in EAH-Bouillon geziich- 
teten Organismen wurden durch Zentrifugation (1400 g) vom Medium befreit, 
ebenfalls durch Zentrifugation viermal in m/15 Phosphatpuffer (pa 6,8) gewaschen 
und, wenn nicht anders angegeben, im gleichen Puffer (py 6,8) auf 0,5 oder 1 mg 
Zelltrockengewicht/ml resuspendiert. Das Zelltrockengewicht (ZTG) wurde durch 
Trocknung von 3 ml-Proben bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz bestimmt. Zell- 
suspensionen wurden max. 24 Std bei 4°C aufbewahrt. 

Bouillon-Verdinnungstest. Die Bestimmung bactericider Nisinkonzentra- 
tionen fiir vegetative Zellen wurde mit dem Verdiinnungstest vorgenommen. Dabei 
wurden Serien zweifacher Nisinverdiinnungen in Reagensgliser gebracht, die 
gesamthaft beimpfte Bouillon zugegeben und die Réhrchen im Wasserbad bei 37°C 
bebriitet. Nach 96 Std Bebriitung wurden durch massive Uberimpfungen (10°/,) 
der nicht gewachsenen Proben in nisinfreie Bouillon Subkulturen hergestellt, fiir 
weitere 96 Std bebriitet und die An- oder Abwesenheit von Wachstum (Schaum- 
bildung) bestimmt. 

Herstellung von Mikrophotographien. Die Abb.13—20 sind elektronen- 
mikroskopische Aufnahmen, zu deren Herstellung uns das Elektronenmikrosko- 
pische Laboratorium des Institutes fiir Allgemeine Botanik an der ETH in 
dankenswerter Weise verholfen hat. 

Fiir die Aufnahmen wurden Suspensionen vegetativer Zellen von Clostridiwm 
butyricum 221 (0,5 mg ZTG/ml) verwendet. Den Proben wurde reines Nisin zuge- 
geben (128 E/ml) und die Bebriitung bei 37°C betrug 30 min. Die Praparate fiir das. 
Elektronenmikroskop (Philips) wurden wie folgt hergestellt: Tropfen der Zellsus- 
pensionen wurden auf Kupfernetze aufgetragen, die mit einer Formvarfolie und einem 
Kohlefilm tiberzogen waren. Nach der Trocknung wurden die Praparate mit Platin 
und Kohle in einem Winkel von 45° beschattet. Beobachtungen und Aufnahmen. 
wurden bei einer direkten VergréBerung von 1675—1750, mit Ausnahme von 
Abb. 17 (5000), vorgenommen. 

Die Abb. 1, 2 und 3 sind Phasenkontrastaufnahmen (Zeiss). 


Versuche und Ergebnisse 


1. Normales und atypisches Wachstum von Clostridium 
butyricum 
Bei normalem Wachstum von Cl. butyricum im semisynthetischen 
EAH-Medium setzt mit Beginn der logarithmischen Wachstumsphase. 
starke Gasbildung ein. Die in der Verzégerungsphase schwach beweg- 
lichen und langen Zellen sind in der logarithmischen Phase stark beweg- 
lich und erscheinen als kiirzere Stébchen, die teilweise als lange Ketten. 
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auftreten (Abb.1). Junge Zellen sind im Phasenkontrast als homogen 
dunkle Kérper sichtbar, wahrend bei alten Zellen eine innere Struktur 
erkennbar wird. Beweglichkeit und Gasbildung finden mit dem Eintritt 
der Population in die stationare 
Phase ihr Ende. Im Verlauf des 
Wachstums fallt das py von 
6,5 auf 4,8 bis 4,9, und das 
Wachstumsende wird durch die 
Anhaufung saurer Stoffwechsel- 
endprodukte herbeigefiihrt. 
Durch Neutralisation kénnen 
im gleichen Medium bis zu drei 
_ Populationen geziichtet werden. 

Die Sporenbildung setzt im 
Verlauf des logarithmischen 
- Wachstums ein, und die zur 
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Abb. 3 


Abb. 2 
Abb. 1. 17 Std alte Kultur von Cl. butyricum 221 in EAH-Bouillon (785 x ) 
Abb.2. 24 Std alte atypische Zellen (Perlketten) von Cl. butyricum 221 in HAH-Bouillon (785 x ) 


Abb.3. 24 Std alte atypische Zellen (Perlketten und Kokken) von Cl. butyricum 221 in EAH-Bouillon 
(785 x ) 


Sporenbildung fahigen Zellen sind bereits friih an ihrer leicht geschwol- 
lenen Form erkennbar. Nahere Angaben iiber die die Sporenbildung 
bei Cl. butyricum beeinflussenden Faktoren finden sich bei RAMSEIER 
u. StUsst (1960). 

Neben der typischen Wuchsform besteht bei Cl. butyricum eine 
atypische, deren Morphologie wir als Perlketten und Kokken bezeichnet 
haben (Abb.2u.3). Das Auftreten solcher Formen wurde von RicHaRD 
(1948) als Reaktion auf ungiinstige Umweltbedingungen erklart. In der 
von Ricwarp referierten, meist alteren Literatur finden sich Ansichten, 
die von Infektionen der Reinkulturen (Hempt 1922) bis zur Eingliede- 
rung dieser atypischen Zellformen in einen komplizierten Lebenscyclus 
reichen (CUNNINGHAM u. JENKINS 1927). 

Im Verlauf unserer Arbeit konnten atypische Zellen mehrfach be- 
obachtet werden. Die Umstande, unter denen dieses Hreignis eintrat, 
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machten es unmoglich, einen dafiir verantwortlichen Faktor zu ermitteln. 
Atypische Zellformen konnten unter folgenden Bedingungen beobachtet 
werden: Einer der verwendeten Stamme (H) bildete bei mehrfacher 
unpasteurisierter Uberimpfung regelmaBig solche Zellen; Sporen fast 
aller acht Staémme wuchsen in Nisinbouillon hie und da und ohne be- 
stimmte Tendenz in Form von Kokken aus. Ebenso kam es vor, daB 
vegetative Zellen in nisinhaltiger Bouillon atypische Zellformen bildeten 
wie auch in Bouillon mit Lecithin (500 g/ml), mit Cellulose (100 g/ml) 
und mit Tween 80 (5000 ug/ml). Die Umwandlung von normaler zu 
atypischer Zellform ist mit tiefgreifenden physiologischen Veranderungen 
verbunden. Das Wachstum der atypischen Form ist sowohl unter anaero- 
ben, wie unter aeroben Bedingungen méglich. Die Organismen bilden 
kein Gas mehr und sind nicht hitzeresistent. Die atypische Zellform laBt 
sich nicht mehr in die normale Form zuriickfiihren, doch kénnen solche 
Zellen weitergeziichtet werden. 

Die Frage der Bildung atypischer Wuchsformen konnte im Rahmen 
dieser Arbeit nicht weiter verfolgt werden. 


2. Untersuchungen iiber Aktivitadt und Stabilitdt des Nisins 
Die gréBte Aktivitat und zugleich beste Léslichkeit besitzt Nisin bei px2, 
und sowohl Aktivitat wie Léslichkeit nehmen mit erhéhtem py ab (Aplin 
u. Barrett Ltd., Tech- 


Tabelle 1. HinfluB des py-Wertes des Lésungsmittels nische | Memoranden). 


auf die Nisinaktivitdét, gemessen als prozentuale 


Wachstumsrate 
Triibungsmessungen bei 420 mu in EAH-Bouillon. 
Beimpfung der Bouillon mit 1°/, 17 Std alter vege- 
tativer Zellen von Cl. butyricum 221. Auflésung von 
Nisin (4 K/ml) bei Zimmertemperatur in Puffern 
verschiedener pq-Werte und sofortige Zugabe zur 
Bouillon. Citronensiure-Phosphatpuffer nach Mc- 
ILVAINE (py 4—8), Glykokollpuffer nach SORENSEN 

(pu 10) 


bs Nisin aufgelést in 
Bebriitung . 


Der EinfluB des py- 
Wertes des Lésungsmit- 
tels auf die Aktivitat 
des Antibioticums wurde 
untersucht, und die Er- 
gebnisse sind in Tab. 1 
dargestellt. Die Auf- 
lé6sung von Nisin bei 
héheren px-Werten als 
pu 2 (0,02 n HCl) setzt 
die Aktivitaét des Anti- 
bioticums stark herab. 
Die Zugabe von Puffern 
erhohte das py des Me- 
diums nur leicht und 
hatte keinen nachteili- 
gen KinfluB auf das 
Wachstum der Kulturen. 


4 6 8 10 
2 0 14,3 | 20,0 | 66,6 | 80,0 
4 2,5 32,0 | 39,0 | 78,1 | 100,0 
6 16,2 67,9 | 71,87) 95,2 
8 63,1 80,6 | 90,4 | 100,0 
10 79,6 97,6 | 100,0 
12 83,0 | 100,0 
14 89,0 
Die Nisinstabilitat hangt in besonderem MaBe von den py-Temperatur- 


verhaltnissen ab. Nisin ist in saurem Milieu hitzestabil, erfahrt aber bei 
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Erhitzung im alkalischen py-Bereich eine starke Aktivitatsabnahme 
(CHEESEMAN u. BERRIDGE 1957; Hrrscw 1951b; Barreo u. Foster 1951; 


Martick u. Hrrscw 1949). 


Uber die Stabilitat des Nisins unter Kulturbedingungen liegen noch 
keine Resultate vor. Es wurde gefunden, da8 die Stabilitat eines lyophili- 


sierten Nisinpraéparates 
in EAH-Bouillon sehr 
gering ist. Die Inakti- 
vierung des Antibioti- 
cums betrug in einem 
Konzentrationsbereich 
von 120—240 E/ml 
nach 24 Std Bebriitung 
bei 37°C rund 80°, 
(RAMSEIER 1959). Mit 
reinem Nisin  durch- 
gefiihrte spatere Ver- 
suche zeigten, daB 
dieses Praparat unter 
den gleichen Testbedin- 
gungen etwas stabiler 
war. Es ergab sich, daB 
die Nisinaktivitaét be- 
reits nach einer 1 stiin- 
digen Bebriitung stark 
abnahm (Tab. 2). Kleine 
Nisindosen blieben rela- 
tiv stabil, wahrend hohe 
Nisinmengen _ groBere 
Verluste aufwiesen. Fiir 
die Instabilitét von 
Nisin im EAH-Medium 
ist nicht eine bestimmte 
Komponente — verant- 
wortlich. Tab.3 gibt die 
bei den einzelnen Kom- 
ponenten erhaltenen In- 
aktivierungswertean. Es 


Tabelle 2. Nisininaktivierung in EAH-Bouillon 
Zugabe von reinem Nisin zu EAH-Bouillon und 
Bebriitung wahrend 1 und 24 Std bei 37°C. Be- 
stimmung der Nisinaktivitat mit dem Triibungs- 

messungstest 


Nisin inaktiviert 


Nisinzugabe 


E/ml nach 1 Std. nach 24 Std. 
E/ml "lo E/ml fy 
64 7 10,94 7 10,94 
128 47 36,72 43 33,59 
256 117 45,70 113 44,14 
512 278 54,30 267 52,15 
1024 418 40,82 554 54,10 


Tabelle 3. Nisininaktivierung in den einzelnen 
Komponenten des HAH-Mediums 
Herstellung der Komponenten des Mediums mit 
Leitungswasser in den angegebenen Konzentra- 
tionen. Zugabe von 256 E/ml reinem Nisin und 
Bebriitung wahrend 1 Std bei 37°C. Bestimmung 
der Nisinaktivitét mit dem Triibungsmessungstest 


Konzen- In- 
Komponente tration Pu | aktivierung 

"lo °lo 
Bacto-Trypton 2,0 7,45 25,8 
Hefeextrakt 0,5 7,40 41,8 
Gelatine 0,25 8,15 39,4 
Glucose 0,5 6,80 76,6 
Saccharose 0.5 8,10 53,9 
Lactose 0,5 6,80 42,2 
NaCl 0,4 8,20 21,9 
Na-acetat 0,15 8,25 57,8 
Ascorbinséure 0,05 6,20 51,9 
ster. Leitungswasser _ 8,20 75,0 
EAH-Bouillon —_ 6,50 45,7 


fallt auf, da8 Nisin selbst in Wasser instabil ist, wahrend die EiweiB- 
bestandteile und NaCl eine gewisse schiitzende Wirkung ausiiben. 

Die Instabilitat des Nisins unter den angewendeten Kulturbedingun- 
gen wirkt sich jedoch nur dann ungiinstig aus, wenn eine lange Bebrii- 
tungszeit erforderlich ist. Da Nisin rasch wirkt, fallt dieser Nachteil nicht 
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sehr ins Gewicht. Obwohl wir uns der Potenzverluste bewuBt sind, konn- 
ten sie in den folgenden Versuchen nicht quantitativ beriicksichtigt 
werden, was den angestrebten relativen Vergleich nicht stérte. Es scheint 
uns jedoch wichtig, diese Frage in das Bild der antibiotischen Wirkung 
von Nisin einzubeziehen. 

Fiir verschiedene Antibiotica wurde Instabilitaét unter Kulturbedin- 
gungen angegeben, so fiir Aureomycin (PArne et al. 1948, 1949; Prick 
et al. 1948), fiir Terramycin (Bryson u. DemEREC 1950; GOCKE et al. 
1950; SHananr 1958a), fiir Streptovaricin (StmmnorFr 1959) und fir 
Bacitracin (ANKER et al. 1948). 


3. Die Wirkung von Nisin auf Clostridium butyricum 


a) Die Wirkung von Nisin auf konventionelle Kulturen 


Unter natiirlichen Bedingungen (Boden, Silage, Faeces, Milch etc.) 
tritt Cl. butyricum in Form gemischter Populationen auf, d.h. in einem 
Zustand, der alle physiologischen Entwicklungsstadien: vegetative Zelle, 
Sporangium und Spore aufweist. Wir nennen solche Kulturen konven- 
tionell. 

Konventionelle Kulturen wurden durch Uberimpfung (10°/,) einer stark ver- 
sporten Kultur und Bebriitung wahrend 10 Std bei 37°C hergestellt. Dies fiihrte zur 
Bildung junger vegetativer Zellen und Sporangien, wihrend ein groBer Sporenanteil 

nicht ausgekeimt war. Durch 


Tabelle 4. Die Wirkung von Nisin auf Beimpfung von EAH-Bouil- 
konventionelle Kulturen von Cl. butyricum lon mit 10°/, der konventio- 
- nellen Kulturen und gleich- 
Wachstums- Wachstumsverhindernde zeitiger Zugabe von Nisin 
Stamm verhindernde Nisinkonzentration r 
nthe Nisinkonzentration* | nach Subkultivierung wurden acht Stémme auf 
(EB/ml) (B/ml) ihre Nisinempfindlichkeit 
lift. h ei 3 
gue '*\rss4000 10,800" |S 1000.8 esos ° See eee ee 
. briitung von 132 Std wurden 
G > 1000 600 > 1000 | > 1000 : ‘ 
Ht 400 400 400 00 die wachstumsverhindern- 
NO 800 800 800 re den Nisinkonzentrationen 
one an ind 1 {300 bestimmt. Aus den nicht- 
* , gewachsenen Testrdhrchen 
217 600 600 > 1000 1000 E 
* : wurden durch Abzentri- 
221 400 600 800 | > 1000 : : 
Save 800 900 1000 600 fugierung des Zellmaterials 
Pee FO) Ba exe t. und Uberimpfung in nisin- 
Versuch i| 2 1 2 freie Bouillon Subkulturen 


hergestellt. Diese wurden 
* Da es sich um gemischte Kulturen handelt, 188 Std bebriitet, und es 
werden die Begriffe bakterio- bzw. sporostatisch wurde dann ermittelt, bei 
und bacteri- bzw. sporocid nicht verwendet. welcher Nisinkonzentration 
kein Wachstum mehr ein- 

trat. 
Die Ergebnisse zweier Versuche sind in Tab.4 wiedergegeben und 


zeigen groe Unterschiede. Es fragt sich, ob man es hier mit Resistenz- 
unterschieden zwischen den einzelnen Stémmen zu tun hat, oder ob die 
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von Stamm zu Stamm und von Versuch zu Versuch variierenden Sporen- 
anteile und Totalkeimzahlen fiir solche Differenzen verantwortlich sind. 
Beim Arbeiten mit rein vegetativen Kulturen einerseits und mit Sporen 
andererseits wurde gefunden, da die letztere Vermutung zutrifft. 

Auf jeden Fall kénnen Untersuchungen iiber die Wirkung von Nisin 
auf Cl. butyricum nicht mit konventionellen Kulturen vorgenommen 
werden. Wir haben uns daher entschlossen, die beiden Entwicklungs- 
formen getrennt zu untersuchen. 


b) Die Wirkung von Nisin auf vegetative Kulturen 


Die Frage der Wirkung von Nisin auf empfindliche Organismen gab Anla® zu 
Meinungsverschiedenheiten. BERRIDGE (1953) glaubt, da die Wirkung eher bak- 
teriostatisch als bactericid sei. Hrrscu (1950) hingegen stellte bactericide Wirkung 
fest. Niedere Nisinkonzentrationen bewirken eine Verlingerung der Verzégerungs- 
phase, héhere Nisindosen die Bildung resistenter Zellen. Nach FrinpMANN u. 
Epstern (1951) wirkt Nisin auf Organismen in der logarithmischen Wachstums- 
phase bactericid, wahrend es auf Zellen in der Verzégerungsphase keine Wirkung 
habe. Hrrscu u. GRINSTED (1954) fanden, daB junge vegetative Zellen von Cl. 
butyricum nisinempfindlicher sind als alte. 


Mit Hilfe des Verdiinnungstestes und einer Impfung (1 °/,) 17 Std alter 
vegetativer Zellen wurde gefunden, daf die bactericide Nisinkonzentra- 
tion fiir alle Stamme gleich war und zwischen 128 und 256 EH/ml lag. Die 
in Tab.1 festgestellten Unterschiede sind also nicht auf eine Variation in 
der Resistenz zuriickzufiihren. Die Schwankung des Endpunktes um eine 
Verdiinnung konnte mehrfach beobachtet werden. Sie ist ein Ausdruck 
der leicht wechselnden Ausgangslage (Konzentration, Alter etc. der 
Impfkultur) bei verschiedenen Versuchen. 

Der EinfluB von Nisin auf wachsende vegetative Zellen wurde durch 
Triibungsmessung und durch Bestimmung der Zellzahlen mit anaeroben 
Platten untersucht. Wachsende vegetative Zellen wurden in verschie- 
denen Wachstumsphasen mit Nisin versetzt, bei 37°C weiterbebriitet und 
das Wachstum turbidimetrisch verfolgt (Abb.4). Man sieht an Hand der 
Kurvenbilder, da8 sich je nach Nisinkonzentration die Bouillon fiir kurze 
oder lingere Zeit klairte. Dies laBt auf eine bakteriolytische Wirkung 
schlieBen, auf die wir noch zuriickkommen werden. Die Zugabe von 
Nisin zu Organismen, die sich am Anfang der Vermehrungsphase befin- 
den, iibt eine sehr starke Wirkung aus. Der NisineinfluB steht jedoch 
nicht nur mit der Wachstumsphase, sondern auch mit der Zellkonzentra- 
tion in Zusammenhang. Diese ist bei Wachstumsbeginn noch gering. 
Zudem ist bekannt, daB Zellen in der Verzégerungsphase allgemein sehr 
empfindlich sind. Um in spiateren Wachstumsabschnitten die gleiche 
Wirkung hervorzurufen, sind gréBere Nisinkonzentrationen erforderlich. 
In allen Wachstumsphasen jedoch hatte Nisin eindeutig bactericide 
Wirkung, die je nach Nisinkonzentration und Zellenzahl vollstandig 
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oder unvollstandig war. Man kann 
daher die Wirkung von Nisin auf 
wachsende vegetative Zellen von 
Cl. butyricum nicht bakteriostatisch 
nennen, da wir darunter nur eine 
reversible Hemmung der Reproduk- 
tion verstehen. 

Vollstaindige Sterilisation wurde 
in den Fallen a und ¢ (Abb. 4a,c) 
durch 256 E/ml Nisin und im 
Fall b (Abb.4b) durch 512 E/ml 
Nisin herbeigefiihrt. Die Tatsache, 
daB unter gewissen Bedingungen 
eine Erholung mdéglich ist, deutet 
darauf hin, daB sich in den Kul- 
turen wenige nisinresistente Zellen 
befinden miissen. Der bei Zugabe 


Abb.4. Die Wirkung von Nisin auf wachsende vegetative Zellen. Tritibungsmessungen bei 420 my in 

Adapterréhren (Lumetron Colorimeter). Beimpfung von EAH-Bouillon mit 1°/, 17 Std alter vege- 

tativer Zellen von Cl. butyricum 221. Zugabe von Nisin: a am Ende der Verzégerungsphase, b in der 

logarithmischen Wachstumsphase, c¢ gegen Ende der logarithmischen Wachstumsphase. Nisinzugabe 

(/ml): Kurve 7: 0, Kurve 2: 4, Kurve 3: 8, Kurve 4: 16, Kurve 5: 32, Kurve 6: 64, Kurve 7: 128, 
Kurve 8: 256 
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von Nisin in der aktivsten Wachstumsphase (Fall b) erzielte bactericide 
Endpunkt von 512 E/ml weist darauf hin, daB solche Zellen sich be- 
sonders in dieser Phase vermehren. 

Kine Zugabe von Nisin in der stationdren- bis Absterbephase (20 Std 
alte Zellen) fiihrte keine Triibungsainderung herbei und lie somit keine 


Tabelle 5. Dauwer der Ver- 
zogerungsphase in Abhdn- 


gigkeit von der Nisinkon- 
zentration 
Beimpfung von EAH-Bouil- 
lon mit 1°/, 17 Std alter 
vegetativer Zellen von Cl. 
butyricum 221. Wachstums- 
messung bei 420myu in 
Adapterréhren (Lumetron 
Colorimeter). Angegeben ist 
die Bebriitungszeit bis Ex- 
tinktion = 0,05—0,06 


Nisin Dauer der 
(E/ml) Verzégerungsphase 


0 1 

a Sy ; 1 

60 120 180 YOO 60 120 180 20 2 2 
Minuten Bebri'tung be/37°C nach Nisinzugabe 4 3 


Abb. 5. Die Wirkung von Nisin auf junge und alte vegetative 8 6 
Zellen. Zugabe von Nisin zu a 5 Std alten und b 20 Std alten 16 10 
vegetativen Zellen von Cl. butyricum 221. Bestimmung der 32 14 
Zahl lebensfihiger Organismen mit anaeroben Platten 15, 30, 64. 16 
60, 120 und 240 min nach der Nisinzugabe. Nisinzugabe 128 20 
(E/ml): Kurve 7: 0, Kurve 2: 4, Kurve 3: 16, Kurve 4: 64, aa 


Kurve 5: 256 256 sterilisiert 


Nisinwirkung erkennen. Eine kulturelle Priifung der Zahl lebensfahiger 
Zellen nach der Nisinzugabe zeigte jedoch, daB solche Zellen sehr nisin- 
empfindlich sind. Wie aus Abb.5 hervorgeht, fiihren héhere Nisindosen 
sowohl bei jungen wie bei alten Kulturen zu einer raschen Abnahme 
lebensfahiger Organismen. In der jungen Kultur war eine Erholung bei 
jeder der gepriiften Nisinkonzentrationen méglich. Selbst 256 E/ml 
Nisin konnten nach 24 Std tiberwunden werden. Die Kultur alter Zellen 
hingegen wurde durch 64 E/ml Nisin nach 240 min und durch 256 E/ml 
Nisin bereits nach 15 min sterilisiert. Die nach 240 min hergestellten 
Subkulturen aus Proben mit kleineren Nisinmengen zeigten das Vor- 
handensein noch lebender Zellen an. Eine vegetative 20 Std alte Kultur 
befindet sich bereits in der Absterbephase (Kurvenbild der nisinfreien 


Kontrolle). Es scheint, da8 Nisin diesen Vorgang beschleunigt. 
5* 
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Durch Messung des Sauerstoffverbrauches von Staphylococcus aureus- 
Kulturen in An- und Abwesenheit von Nisin (50—300 E/ml) gelangten 
CARLSON u. Baver (1957) zu ahnlichen Kurvenbildern wie hier in Abb.5 
dargestellt. Die Zugabe von Nisin zu Zellen in der logarithmischen 
Wachstumsphase verursachte je nach Nisinkonzentration eine ktrzere 
oder langere Abnahme des Sauerstoffverbrauches der Kultur. Zu ruhen- 
den Kulturen gegebenes Nisin fiihrte zu einer raschen und irreversiblen 
Senkung des Stoffwechsels. 

Es ist anzunehmen, da8 auch bei gleichzeitiger Zugabe von Nisin und 
Impfmaterial eine Abnahme lebensfahiger Zellen stattfindet. Dies fiihrt 
zu einer Verlangerung der Verzogerungsphase. In Tab.5 ist die Abhangig- 
keit der Dauer der Verzégerungsphase von der Nisinkonzentration dar- 
gestellt. Die Zellkonzentration betrug bei der Impfung etwa 7-10 Orga- 
nismen/ml Versuchsfliissigkeit (direkte Zihlung). Es ist offensichtlich, 
daB die Verzégerung des Wachstumseintrittes durch die bactericide 
Wirkung von Nisin auf die Organismen des Inoculums zustande kommt. 


c) Die Wirkung von Nisin auf Sporen 


Nisin wurde von Hirscw u. Grinstep (1954) fiir Cl. butyricum als sporocid 
wirkend gemeldet, wihrend es auf Sporen von Cl. sporogenes und Cl. bifermentans 
keimungshemmend wirken soll. CAMPBELL u. SNIFF (1959) sind der Ansicht, dab 
Nisin (und Subtilin) auf Sporen von Bacillus coagulans weder sporocid noch sporo- 
statisch wirke, sondern daf es das Auswachsen der gekeimten Sporen verhindere. 
Mit Subtilin, einem dem Nisin nahe verwandten Polypeptidantibioticum, wurde 
wiederholt festgestellt, da& es eine Sporenkeimung nicht verhindere, die ge- 
keimten Sporen aber abtéte (ANDERSEN 1952; MicHENER 1953, 1955; Sacks 1955). 
Nach Sacks (1955) sollen Subtilin und Penicillin bei B. macerans auf eine kleine 
Sporenfraktion sporostatisch wirken, nicht jedoch auf Sporen anderer Bacillenarten. 
Kine sporostatische Wirkung von Subtilin wurde auch von WILLIAMS u. CAMPBELL 
(1951), Campron u. Bowrer (1951), Apams et al. (1952) und von WILLIAMS u. 
FiEemine (1952) gefunden. Von zahlreichen antibiotischen Substanzen meldeten 
KAvuFMANN et al. (1954) eine sporocide Wirkung bei B. stearothermophilus, nicht 
aber bei Cl. botulinum (Typ B) und Cl. sporogenes. 


Fir eine zufriedenstellende Aufklirung der Wirkung von Nisin auf 
Sporen von Cl. butyricum miissen die Begriffe Sporostasis und Sporocidie 
genau umschrieben werden. Wir verstehen unter sporostatischer Wirkung 
die Verhinderung einer Sporenkeimung und unter sporocider Wirkung 
jede Beeinflussung, die eine ungekeimte Spore lebensunfahig macht. Da 
gekeimte Sporen eine wesentlich andere Resistenz aufweisen als unge- 
keimte (vgl. z. B. PowE.u, J. F. 1957; Hatvorson u. CourcH 1957), darf 
eine Wirkung auf gekeimte Sporen nicht mehr als sporocid bezeichnet 
werden. 

Die Wirkung von Nisin auf Sporen von Cl. butyricum laBt sich mit 
anae1oben Platten leicht demonstrieren. Tab.6 zeigt die Ergebnisse eines 
solchen Versuches. Die groBere Aktivitaét von Nisin in Agar mit Tween 80 
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ist darauf zuriickzufiihren, daB dieser nicht-ionische oberflachenaktive 
Stoff die Diffusionsrate von Nisin in Agar wesentlich erhéht (BEaAcH 1952). 

Der Versuch zeigt, daB die Wirkung von Nisin auf Sporen recht stark 
ist. Er sagt aber nichts tiber den Mechanismus dieser Wirkung aus. 
Interessant ist die Feststellung, daB Agarstiicke, die aus nisinhaltigen 
Platten ohne Kolonienwachstum, 
aber mit groBem Sporeninoculum r ? 
ausgeschnitten wurden, in frischer Rane SP oncnsiipnsione 

) 3 2 ‘ Beimpfung von EAH-Agar mit und 

Bouillon kein Wachstum zeigten. ohne Tween 80 (3°/,) mit Sporen von 
Dies gibt einen Hinweis darauf, Cl. butyricum 221. Zugabe von Nisin 


daB das Antibioticum nicht sporo- Zum Nahragar. Bestimmung der 
Anzahl Kolonien mit anaeroben 


Tabelle 6. Wirkung von Nisin auf eine 


statisch wirkt. 
<i . Platten 
Zur Aufklarung des Wirkungs- 

mechanismus von Nisin auf Sporen Nisin Anzahl Kolonien in Agar 
wurde vorerst untersucht, ob das (Bim!) | ohne Tween 80 | mit Tween 80 
Antibioticum die Sporenkeimung 0 84000000 | 84000000 
verhindert. Die von Srisst (1960) 4 53500000 430000 
gefundene Moglichkeit, Sporen von 16 10550000 250 
Cl. butyricum in  Ascorbinsaure 64 1110000 1 
(1 mg/ml) praktisch vollstandig ao es ; 


(96 °/,) zur Keimung, nicht aber zum 

Auswachsen zu bringen, bildete zu- 

sammen mit der von Powe tt (1951) vorgeschlagenen photometrischen 
Technik der Messung der Sporenkeimung eine ideale Untersuchungs- 
methode. Wie aus Abb.6 ersichtlich ist, keimen die Sporen in An- und 
Abwesenheit von Nisin gleich stark und gleich rasch. Nisin vermag 
demnach eine Sporenkeimung nicht zu verhindern. 

Die in Tab.6 wiedergegebenen Ergebnisse, wie auch die Abhangigkeit 
der Nisinwirkung von der Sporenzahl (Abb. 8) lassen vermuten, da Nisin 
an den Sporen absorbiert wird. Die Nisinabsorption ungekeimter und in 
Ascorbinsaure gekeimter Sporen wurde untersucht und ist in Abb.7 dar- 
gestellt. Sie ist als Funktion der nach einer Nisinbehandlung und nach- 
folgender Entfernung der Sporen in der iiberstehenden Fliissigkeit 
gefundenen Nisinkonzentration aufgezeichnet. Ks zeigt sich, daB ge- 
keimte Sporen betrachtlich mehr Nisin aufnehmen als ungekeimte. 

Aus dem folgenden Versuch geht hervor, daB die Wirkung von Nisin 
auf Sporen mit der Sporenkeimung zusammenhangt und daB Nisin nur 
auf gekeimte Sporen zu wirken vermag. Wurden Sporen bei 37°C in 
einem Medium, das keine Keimung erméglicht (dest. Wasser) und in 
einem Keimmedium (EAH-Bouillon) in An- und Abwesenheit von Nisin 
bebriitet, und die Kolonienzahl (Zahl lebensfahiger Sporen) nach 24 und 
96 Std Bebriitung mit anaeroben Platten bestimmt, so ergaben sich die 
in Tab.7 zusammengefaBten Resultate. Aus diesen geht hervor, daf in 
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destilliertem Wasser keine, in EAH-Bouillon jedoch eine starke Wirkung 
des Nisins feststellbar ist. Gleiche nach 0, 6, 10 und 24 Std Bebriitung bei 
37°C untersuchte Proben ergaben ahnliche Resultate und zeigten, daB 
eine Reduktion lebensfahiger Sporen bereits nach 6 Std eintrat. 


0 20 700 


40 wai 80 
Stunden 4ebrutung be/ 37°C 
Abb.6. Sporenkeimung in Ascorbinsdure in An- und Abwesenheit von Nisin. Zugabe von reinem Nisin 
zu Sporensuspensionen von Cl. butyricum 221 in Ascorbinsiiure (2 - 10’ Sporen/ml). Erneuerung der 
Nisinzugabe nach je 24 Std Bebriitung bei 37°C. Mit 4 D°/, ist die Differenz der Transmissions- 
messung bei 620 mu (Lumetron Colorimeter) zwischen ungekeimten und gekeimten Sporen aus- 

gedriickt. Nisinzugabe (E/ml): Kurve J: 0, Kurve 2: 16, Kurve 3: 256, Kurve 4: 1024 
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Abb.7. Absorption von Nisin durch gekeimte und ungekeimte Sporen. Sporensuspensionen von Cl. 

butyricum 221 (Ln g Sporentrockengewicht/ml = 20+ 10? Sporen/ml) wurden wihrend 20 min bei 

37°C in destilliertem Wasser mit reinem Nisin bebriitet und dann die Sporen auszentrifugiert. 

Bestimmung des Nisingehaltes der tiberstehenden Fliissigkeit mit dem Triibungsmessungstest. 
Kurve 1: gekeimte Sporen, Kurve 2: ungekeimte Sporen 


Diese Wirkung von Nisin steht in deutlichem Zusammenhang mit dem 
Verhaltnis E Nisin je Spore (Tab.7), das auf Grund der in der Petroff- 
Hausser-Zahlkammer ermittelten Sporenzahl/ml und der Nisinzugabe 
(E/ml) berechnet wurde. Wahrend Nisinkonzentrationen von 2,56 - 10-5 


ut 
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und weniger E/Spore bereits in der Bouillon normales, wenn auch ver- 
zogertes Wachstum erlaubten, verhinderten solche von 5,12 - 10-5 und 
mehr E/Spore jegliches Wachstum. Von den urspriinglich vorhandenen 


Tabelle 7. Die Wirkung von Nisin auf keimende und nicht keimende Sporen 
Beimpfung von destilliertem Wasser und EAH-Bouillon mit Sporen von Cl. buty- 
ricum 221. Probeentnahme und Herstellung anaerober Platten nach 24 und 
96 Std Bebriitung bei 37°C. Die aus den Verdiinnungsreihen in die Platten iiber- 

gefiihrte Nisinmenge betrug max. 0,68 E/ml Agar 


Zahl wachstumsfiahiger 


Zur Sporensuspension 
Sporen/ml bei Bebriitung in 


zugesetzte Nisinmenge 


ausgedriickt als E Nisin/ destilliertem Wasser EAH-Bouillon 
Spore (x 10-5) 24 Std 96 Std 24 Std 96 Std 
0 326000 340000 * a 
0,512 — — Proben in Bouillon 
2,56 368000 320000 ausgewachsen 
5,12 342000 385000 66000 23800 
10,24 322500 320000 |} 35500 13750 
51,20 323500 300250 5400 6600 


* Probe in dest. Wasser bebriitet: 435000. 


Sporen war, wie mit Platten festgestellt wurde, nur noch eine kleine 
Fraktion lebensfahig (Tab.7). Diese kritischen Nisinkonzentrationen 
liegen im gleichen Bereich, in dem auch die Nisinabsorption am starksten 
zunimmt (Tab.8). Die Absorption 


Tabelle 8. Nisinabsorption an gekeimten 


ungekeimter Sporen strebt in diesem 
Bereich einem Maximum zu. 
Es ist interessant, daB das an den 


und ungekeimten Sporen 
von Cl. butyricum 221 
Ausgerechnet als Kinheiten 


absorbiertes Nisin je Spore an Hand 
der in Abb.7 dargestellten Resultate 


Sporen absorbierte Nisin durch 
Trypsin nicht inaktiviert werden 


konnte. Bei der Plattenherstellung Nisin Wisin abeorbiert 

aa . 9 he zugegeben 

fiihrte die gleichzeitige Zugabe von areaone Biesweieis. | Hiaucaneinte 

Nisin, Sporeninoculum und kristal- (x 10-*) —|Spore (x 10-*)|Spore (x 10-*) 

linem Trypsin (bis 100 ug/ml) zu 0,32 0,100 0,117 

gleichen Resultaten, wie sie bei Ab- 0,64 0,175 0,140 

wesenheit von Trypsin gefunden 1,28 0,225 0,330 

wurden. Eine Resuspendierung nisin- Aas vee von 
oun treat 5,12 2,320 | 1,300 

behandelter Sporen in Trypsin- 10,24 5,690 3,490 

lésungen hatte das gleiche Ergebnis. 20,48 10,240 3,930 


Dies steht in Widerspruch zu den 

Resultaten von CAMPBELL u. SNTFF (1959), die das an hitzebehandelten 
Sporen von B.coagulans haftende Nisin durch wesentlich kleinere Trypsin- 
konzentrationen, aJs sie hier verwendet wurden, inaktivieren konnten. 
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Der direkte kulturelle Beweis der Nisinempfindlichkeit gekeimter 
Sporen gelang leider nicht, da eine Priifung der in Ascorbinsdure (px 3,3) 
gekeimten Sporen mit der Verdiinnungsmethode (Most Probable 
Number, Hatvorson u. ZrEGLER 1933) zeigte, daB diese nicht mehr 
lebensfahig waren. Dies trifft auch fiir die in mit 0,1 n NaOH neutrali- 
sierter Ascorbinsaure gekeimten Sporen zu. Vermutlich ist der Nahrstoff- 
mangel fiir den Tod der Keimlinge verantwortlich. Andere Keimmedien 
fielen auBer Betracht, da in ihnen ein Auswachsen der gekeimten Sporen 
eintrat. Es stellt sich somit die Frage, ob in Ascorbinsaure eine echte 
Keimung stattfand, oder ob die zur Feststellung der Keimung heran- 
gezogenen Kriterien auch Charakteristika abgestorbener, ungekeimter 
Sporen sind. Da bei Sporen, die in einem sporocid wirkenden Agens 
(z.B. 0,02n HCl, pp 2) bei 37°C bebriitet werden, eine ,,Keimung* 
weder durch Transmissionsmessung noch mikroskopisch (Verlust der 
Lichtbrechung im Phasenkontrast) festgestellt werden kann, ist dies 
nicht der Fall. Hingegen werden abgestorbene Sporen wie gekeimte fiir 
Methylenblau permeabel. Keimung und Lebensfahigkeit sind nach 
PowELL, E. O. (1957) als getrennte Begriffe zu betrachten, und es scheint 
daher méglich zu sein, daB Sporen unter Bedingungen keimen, die eine 
weitere Entwicklung nicht gestatten. 


Es hat sich somit gezeigt, daB die Wirkung von Nisin auf Sporen von 
Cl. butyricum in einem Angriff auf gekeimte Sporen besteht. Nisin wirkt 
daher weder sporostatisch noch sporocid. Es verdankt seine Wirkung dem 
Umstand, da Sporen auch in Anwesenheit hoher Nisindosen (untersucht 
wurden bis 5,12 - 10-> E/Spore) rasch keimen. Fiir das Uberleben ein- 
zelner Sporen bei bestimmten Nisinkonzentrationen sind die Instabilitat 
des Antibioticums, die quantitative Abnahme von Nisin durch Absorp- 
tion und der Ablauf der Sporenkeimung verantwortlich. Wie aus Abb.6 
ersichtlich ist, findet die groBte Keimung innerhalb der ersten 24 Std 
statt und macht dann nur noch geringe Fortscbritte. Bei spat keimenden 
Sporen ist daher die Wahrscheinlichkeit eines ungestérten Auswachsens 
groBer. 


4. Versuche iiber den Wirkungsmechanismus 
von Nisin 


Zur Abklarung des Wirkungsmechanismus antibiotischer Substanzen werden 
meist drei Methodengruppen angewendet: 1. Untersuchung der Stoffwechsel- 
prozesse, die durch das Antibioticum beeinflu8t werden. Dabei sind Ursache und 
Wirkung oft schwer auseinander zu halten, 2. Untersuchung des Ortes und der Art 
der Bindung des Antibioticums und 3. Untersuchung von Substanzen, die die 
antibiotische Wirkung verhindern oder aufheben kénnen (ErrLInGER 1957). Zu 
diesen méglichen Untersuchungsmethoden méchten wir noch die Untersuchung des 
Phanomens der Resistenz beifiigen. 
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a) Faktoren, die auf die Nisinwirkung EinfluB haben 


Die bactericide Wirkung des Nisins wird sowohl von biologischen wie 
von physikochemischen Faktoren beeinfluBt. Solche Faktoren sind fiir 
die Reproduzierbarkeit von in vitro-Untersuchungen von Wichtigkeit. 


Hinflu8 der GréBe des 
Inoculums: Der EinfluB der 
GroBe des Inoculums auf die 
bactericide Nisinwirkung und 
auf die Wirkung auf Sporen 
wurde mit dem Verdiinnungs- 
test untersucht. Die Sporen- 
proben wurden gleich behan- 
delt wie fiir vegetative Zellen 
beschrieben. Abb.8 zeigt die 
Abhangigkeit der Nisin- 
wirkung von der Zahl an- 
wesender Organismen, d.h. 
von der InoculumsegroBe. 


HinfluB des Alters des 
Inoculums: Es wurde be- 
reits bei der Untersuchung der 
Nisinwirkung auf vegetative 
Zellen beobachtet, daB aktiv 
wachsende Kulturen der bac- 
tericiden Wirkung von Nisin 
am besten entgehen, und es 
wurde vermutet, daB dies auf 
der Vermehrung resistenter 
Zellen in dieser Phase beruhe. 
Diese Vermutung wird durch 
die folgenden mit dem Ver- 
diinnungstest durchgefiihrten 
Versuche bestarkt. Bei Ver- 
wendung verschieden alter 
Inocula wurden die gleichen 
bactericiden Endpunkte  er- 
halten, obwohl die kulturell 
bestimmten. Zellkonzentra- 
tionen bei den unterschiedlich 
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Abb.8. Darstellung der Abhdngigkeit der Nisinwirkung 

bei vegetativen Zellen und bei Sporen von der Gréfe des 

Inoculums. Beimpfung von EAH-Bouillon mit einer 

17 Std alten vegetativen Kultur bzw. mit einer Sporen- 

suspension von Cl. butyricwm 221. Kurve 1: Sporen, 
Kurve 2: vegetative Zellen 


Tabelle 9. Die Wirkung von Nisin auf 
verschieden alte Inocula 
Beimpfung von EAH-Bouillon mit 1°/, 6, 9, 
17 und 24 Std alten vegetativen Zellen von 
Cl. butyricum 221 


Alter des Bactericide Zellkonzentration/ml 
Inoculums | Nisinkonzentration | Versuchsfltissigkeit 
(Std) (H/ml) (log) (x 104) 
6 0,635 
9 | 1,260 
Oye 
17 Came 64,000 
24 55,000 


alten Inocula stark variierten (Tab.9). Vergleicht man die Zellkonzen- 
trationen und die bactericid wirkenden Nisindosen junger Kulturen mit 
den gleichen Kriterien 17 Std alter Organismen (Abb. 8), so wird ersichtlich, 
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daB die bei jungen Kulturen erzielten bactericiden Endpunkte 
wesentlich héher liegen, als ihrer Zellkonzentration entsprechen wiirde. 

EinfluB des py-Wertes des Mediums: Der im Verdiinnungstest 
erreichte bactericide Endpunkt ist py-abhangig. Die in Tab.10 zusam- 
mengefakten Resultate stellen diese Abhangigkeit bei vegetativen 
Zellen und bei Sporen dar. Bei Sporen wurden im Gegensatz zu den 
vegetativen Zellen keine Subkulturen angelegt und nur die ein Wachstum 
verhindernden Nisinkonzentrationen notiert. Diese Ergebnisse zeigen, 


daB die Wirkung von Nisin 
Tabelle 10. Einflug des py-Wertes des Mediums mit steigendem py-Wert 
auf die Nisinwirkung zunimmt. Dies steht in 


Normal hergestellte EAH-Bouillon wurde mit aes . 
steriler 0,1 : HCl bzw. NaOH auf verschiedene ee deeb cabs a ie = 
pu-Werte eingestellt. Beimpfung der Medien mit “M8@ngs erw abnten 
1°/, einer 17 Std alten vegetativen Kultur bzw. _ vitatsverlust des Nisins bei 
mit einer Sporensuspension (20 - 107 Sporen/ml) Auflésung in einem alkali- 


von Cl. butyricum 221 schen Milieu (Tab.1), da 
fea Sica. meen pine ae eed 
ace BF nacre) mit Sig Nisinkonzentration suchen den praktisch glei- 
(B/ml) chen py-Wert aufwies. Es 
5,0 i | 39 ist in diesem Zusammen- 
5,5 eh 32 hang auch interessant zu 
6,0 256 64 vermerken, daB die bacteri- 
6,5 256 32 ciden Endpunkte der in 
ne o a Tab.1 dargestellten Ver- 
7,5 8 8 ; 
8,0 * 4 suche gleich waren (128 
8,5 * 2 bis 256 E/ml). Die Nisin- 
* Kein Wachstum miglich. wirkung kann jedoch nicht 


nur vom pH per se ab- 
hangen, sondern sie ist auch eine Funktion der Wachstumsbedingun- 
gen vegetativer Zellen bzw. der Sporenkeimung. Beide werden durch 
physiologisch ungiinstige pq-Werte verschlechtert. Ungiinstige Wachs- 
tumsbedingungen aber bedeuten schlechte Uberwindung der Nisinwir- 
kung. Bei einem fiir die Sporenkeimung ungiinstigen hohen py-Wert 
bleiben viele Sporen ruhend, wodurch eine gro%e Nisinwirkung vor- 
getauscht wird. 

Kinflu& des Mediums: Die bactericide Nisinkonzentration fiir 
vegetative Zellen wurde mit dem Verdiinnungstest in den Medien EAH, 
RCM und AC gepriift, nachdem der Testorganismus (Stamm 227) an 
diese Medien adaptiert war. Tab. 11 zeigt die Resultate solcher Versuche. 
Zwischen den Medien EAH und RCM besteht bei gleicher Zellkon- 
zentration und gleichem py ein typischer Unterschied im bactericiden 
Endpunkt, der, wie mehrfach beobachtet wurde, auf die Anwesenheit 
von 0),1 °/) léslicher Starke im RCM-Medium zuriickgefiihrt werden kann. 
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Die Weglassung oder Zugabe von Stiirke zu den Medien EAH und RCM 
fiihrte zu einer Verschiebung des bactericiden Endpunktes um 1—2 Ver- 
diinnungen. Andere in gleicher Konzentration gepriifte Polysaccharide 


(Cellulose, Pectin, Agar) : 
Tabelle 11. HinfluB des Mediums auf die bactericide 


verursachten hingegen 
keine gesicherten Ver- 
anderungen der bacteri- 
ciden Endpunkte. Der 


Wirkung von Nisin 
Beimpfung der Medien EAH, RCM und AC mit 1°/, 
17 Std alter vegetativer Zellen von Cl. butyricum 221. 
Bestimmung der Zellkonzentrationen mit anaeroben 
Platten 


im Medium AC erreichte 


tiefe bactericide End- ‘ Bactericide Zellkonzentration 
- ‘ Medium| px Nisinkonzentration je ml Inoculum 
punkt veradnderte sich (E/ml) (x 10°) 
durch Herabsetzung des 
& C&S EAH] 6,50 256 19,3 
po-Wertes nur wenig pow) 6,50 128 19,7 
und steht daher eher in AG 6,77 4 6.6 
Zusammenhang mit den AC | 6,10 8 6,6 


in diesem Medium herr- 126000 
schenden  schlechteren 
Wachstumsbedingungen. 


Sz 8& B 
s § & 
Sees 


b) Absorption von Nisin 
durch vegetative Zellen 


In Abb. 9 ist die Nisin- 
absorption durch emp- 
findliche vegetative Zel- 
len von Cl. butyricum 221 
sowie die etwa achtfach 
kleinere Absorption 
durch nisinresistente Zel- 
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Abb.9. Nisinabsorption empfindlicher und resistenter vegetativer 
Zellen. Suspensionen 17 Std alter nisinempfindlicher und 
-resistenter Zellen von Cl. butyricum 221 (1 mg ZTG/ml) 


Nisin absorbiert {E/m g Ze/Itrackengewicht 


len des gleichen Stam- 
mes dargestellt. Die 
Absorption ist als Funk- 


wurden wihrend 20min bei 37°C in m/15 Phosphatpuffer 
(pu 6,8) mit reinem Nisin bebriitet. Dann wurden die Orga- 
nismen abzentrifugiert. Bestimmung des Nisingehaltes der 
iiberstehenden Fliissigkeit mit dem Triibungsmessungstest. 


Kurve 1: nisinempfindliche Zellen, Kurve 2: nisinresistente 


tion der nach einer 
Zellen 


Nisinbehandlung und 
nachfolgender Entfernung der Organismen in der iiberstehenden Flissig- 
keit gefundenen Nisinkonzentration aufgezeichnet. 

Die Nisinabsorption ist stark py-abhangig. Aus Tab.12 geht hervor, 
daB das Absorptionsmaximum empfindlicher Zellen von Cl. butyricum 221 
bei px 6,5 liegt. Héhere und besonders tiefere py-Werte erniedrigen die 
Nisinabsorption. 

Das Alter der Zellen hingegen scheint die Absorption nicht zu beein- 
flussen. Die Priifung der Nisinabsorption verschieden alter vegetativer 
Zellen zeigte, daB die Absorption vom Zellalter unabhangig ist (Tab. 13). 
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Tabelle 12 
Nisinabsorption vegetativer Zellen bei ver- 
schiedenen pyH-Werten 
Suspensionen 17 Std alter Zellen von Cl. 
butyricum 221 in m/15 Phosphatpuffer (pq 6,8) 
wurden in Puffern verschiedener pq-Werte 
auf 1mg ZTG/ml resuspendiert. Bebriitung 
wahrend 20 min bei 37°C mit 2560 E/mg ZTG 
reinem Nisin. Abzentrifugierung der Or- 
ganismen und Bestimmung des Nisingehaltes 
der iiberstehenden Flissigkeit mit dem 


Tabelle 13 
Nisinabsorption verschieden alter 
vegetativer Zellen 
Zugabe von reinem Nisin (5120 E/ 
mg ZTG) zu Suspensionen 6, 17, 24, 
48 und 72 Std alter Zellen von 
Cl. butyricum 221 (1 mg ZTG/ml) 
in m/15 Phosphatpuffer (pq 6,8). 
Bebriittung wahrend 20min bei 
37°C. Abzentrifugierung der Or- 
ganismen und Bestimmung des 


Nisingehaltes der iiberstehenden 
Fliissigkeit mit dem Triibungs- 


Triibungsmessungstest. Citronensiure-Phos- 
phatpuffer nach McILVAINE (py 2,5—5,0),m/15 


Phosphatpuffer nach SORENSEN (pq 5,5—8,0) messungstest 
Nisinabsorption Zellalter Nisinabsorption 
pu = 
E/mg ZTG ly (Std) E/mg ZTG °l, 
25 0 0 6 4203 82,09 
3,0 ) 0 17 4250 83,01 
3,5 460 17,97 24 4177 81,58 
4,0 820 32,03 48 4188 81,80 
4,5 1100 42,97 72 4000 78,12 
5,0 1400 54,69 
5,5 1760 68,75 
6,0 2170 84,76 
6,5 2560 100,00 
7,0 2025 79,10 
7,0 1945 75,98 
8,0 1865 72,85 


c) Bakteriolytische Nisinwirkung 


Triibungsmessungen nach Zugabe von Nisin zu wachsenden vegetativen 
Cl. butyricum-Zellen (Abb.4) haben bereits gezeigt, daB das Antibioti- 
cum bakteriolytisch wirkt. 

Es wurde gefunden, da die durch Nisin verursachte Lysis stark 
pu-abhangig ist (Abb. 10). Es ist bemerkenswert, daB die bakteriolytische 
Wirkung beim gleichen py-Wert maximal ist, bei dem auch die gréBte 
Nisinabsorption festgestellt werden konnte (Tab. 12). Dieser py-Abhangig- 
keit wegen konnte auch in destilliertem Wasser (px 5,7) und in 3°/,iger 
Kochsalzlésung sowie in Kulturen mit abgeschlossenem Wachstum 
(pu 4,9) keine Lysis gefunden werden. 


Die GréBe der bakteriolytischen Wirkung von Nisin hangt natiirlich 
auch von der Nisinkonzentration ab. Abb.11 zeigt die Bakteriolysis 
nach Zugabe verschieden grofer Nisindosen. Nisinkonzentrationen iiber 
64 E/ml verursachten unten den angegebenen Testbedingungen keine 
VergroBerung der Lysis. 
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Die Zugabe von Nisin zu empfindlichen, 17 Std alten vegetativen 
Zellen von Cl. butyricum 221 fiihrte zum raschen Auslaufen von cyto- 
plasmatischem Material mit einem charakteristischen Absorptions- 
maximum bei 260 mu. Dies deutet auf eine Stérung der Zellpermeabilitat 
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Abb.10. Bakteriolytische Wirkung von Nisin: EinfluB des py-Wertes. Transmissionsmessungen bei 

620 my in Adapterréhren (Lumetron Colorimeter). Suspensionen 6 Std alter vegetativer Zellen von 

Cl. butyricum 221 in m/15 Phosphatpuffer (pu 6,8) wurden im gleichen Puffer verschiedener pu- 

Werte auf 0,5 mg ZT G/ml resuspendiert und mit 128 E/ml reinem Nisin versetzt. Kurve 1: nisinfreie 

Kontrolle (gleiche Kurvenbilder bei allen px-Werten); Kurve 2: pu 5,4; Kurve 3: px 6,0; Kurve 4: 
pu 6,8; Kurve 5: pu 7,6; Kurve 6: px 8,0 
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Abb.11. Bakteriolytische Wirkung von Nisin: EinfluB der Nisinkonzentration. Transmissionsmessungen 

bei 620 mz in Adapterréhren (Lumetron Colorimeter). Suspensionen 6 Std alter vegetativer Zellen 

von Cl. butyricum 221 (0,5 mg ZTG/ml) in m/15 Phosphatpuffer (pu 6,8) wurden mit reinem Nisin 

versetzt. Nisinzugabe (E/ml): Kurve 7: 0, Kurve 2: 4, Kurve 3: 8, Kurve 4: 16, Kurve 4: 32, 
Kurve 6: 64 


hin. Nisinresistente und unbehandelte Zellen besaBen bei dieser Wellen- 
lange ein bedeutend geringeres Absorptionsmaximum. Abb. 12 zeigt die 
Ultraviolettspektren der von den Zellen befreiten tiberstehenden Fliis- 
sigkeiten, wie sie nach einer Nisinbehandlung empfindlicher und re- 
sistenter Organismen gefunden wurden. Bei vegetativen Zellen, die in der 
stationaren- bis Absterbephase geerntet wurden (24 Std alt), war das 
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durch Nisin verursachte Erscheinen von bei 260 my absorbierendem 
Material in der iiberstehenden Fliissigkeit wesentlich geringer. Immerhin 
ist die Auslaufrate 24 Std alter unbehandelter Zellen gréBer als die bei 
17 Std alten unbehandelten gefundene. Es scheint, daB dieses Zell- 
material auch durch den Mechanismus der Autolyse ausgeschieden wird. 
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Abb.12. Ultraviolettspektra iiberstehender Fliissigkeiten nisinempfindlicher und nisinresistenter Zellen. 
Zugabe von 128 E/ml reinem Nisin zu Suspensionen (0,5 mg ZTG/ml) 17 und 24 Std alter empfind- 
licher Zellen und zu 17 Std alten resistenten Zellen von Cl. butyricum 221. Bebriitung wihrend 20 min 
bei 37°C, dann Abzentrifugierung der Organismen und Messung der tiberstehenden Fliissigkeiten im 
Beckman-Spectrophotometer. Kurve 1: 17 Std alte empfindliche Zellen, nisinbehandelt. Kurve 2: 
17 Std alte empfindliche Zellen, unbehandelt. Kurve 3: 17 Std alte nisinresistente Zellen, 
nisinbehandelt. Kurve 4: 24 Std alte empfindliche Zellen, nisinbehandelt. Kurve 5: 24 Std alte 
empfindliche Zellen, unbehandelt 


In Ubereinstimmung mit der bei der Transmissionsmessung (620 my) 
gefundenen py-Abhangigkeit der durch Nisin verursachten Bakteriolysis 
wurde gefunden, daB in destilliertem Wasser auch das Auslaufen von 
bei 260 my absorbierendem Material gering war. 

Die irreversible Zerstorung der Zellpermeabilitét, deren Folge im 
Auslaufen von Zellmaterial besteht, 1a8t sich auch durch morphologische 
Verainderungen der Zelle demonstrieren. Die Zugabe von Nisin zu Zellen 
von Cl. butyricum 221 hatte den Verlust von elektronendichtem Material 
zur Folge. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 17 Std alter vegetativer 
Zellen (Abb.15—17) zeigen dies deutlich, waihrend sehr junge Zellen 
(6 Std alt) sich praktisch volstandig auflésen (Abb.13 und 14). Alte 
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bao 


1b. 13 


Abb. 17 Abb. 18 


Abb.18. 6 Std alte Zelle, unbehandelt (8100 x ) 
Abb.14. 6 Std alte Zelle, nisinbehandelt (8100 x ) 
Abb.15. 17 Std alte Zellen, unbehandelt (8 400 x ) 
Abb.16. 17 Std alte Zellen, nisinbehandelt (12 600 x ) 
Abb.17. 17 Std alte Zelle, nisinbehandelt (17 000 x ) 
Abb.18. 24 Std alte Zelle, unbehandelt (8 000 x ) 
Abb.19. 24 Std alte Zelle, nisinbehandelt (8000 x ) 


b. 15 


Abb. 19 


b. 16 
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Zellen (24 Std) zeigen in An- und Abwesenheit von Nisin keine mor- 
phologischen Veranderungen (Abb.18 und 19). Abb. 20 zeigt in Autolyse 
begriffene Zellen, wie sie auch in nisinfreien Proben beobachtet werden 
konnten. 


d) Nisinresistenz 
Versuche zur Entwicklung nisinresistenter vegetativer Kulturen 
wurden mit der Bouillonmethode unternommen (PRICE et al. 1947, 1948; 
Kumex et al. 1948; SALLE u. JANN 1948). Die Priifung der Stabilitat der 
Resistenz wurde ebenfalls 
im fliissigen Medium aus- 
gefiihrt. Abb.21 zeigt die 
Ergebnisse, die fiir die ent- 
wickelte —- Nisinresistenz 
und deren Stabilitat bei 
vegetativen Zellen von 
Cl. butyricum 221 erhalten 
wurden. Die urspriingliche 
Resistenz auf 128 E/ml 
Nisin konnte nach zehn 
Passagen um das 32 fache 
auf 4096 E/ml Nisin ge- 
steigert werden. Diese 
Resistenz blieb tiber elf 
Passagen stabil, sank dann 
ro PPS bis zur 16. Passage auf 
Abb.20. 24 Std alte Zellen, nisinbehandelt; autolysierende 1024 E/ml Nisin und blieb 
Zellen:(8 000 x ) bis zur 31. Uberimpfung 
auf diesem achtfachen 
Resistenzniveau. Die Resistenz konnte nur mit jungen (max. 17 Std alten) 
Zellen aufgebaut und gehalten werden. Bei Verwendung eines 24 Std alten 
Inoculums fiel die Resistenz in jedem Falle sofort auf ihren urspriinglichen 
Wert zuriick. Dies bestitigt die bereits frither gemachte Beobachtung, 
daf resistente Zellen nur unter Bedingungen gebildet werden, die aktives 
Wachstum gewahrleisten. Die Resistenz konnte relativ leicht auf 1024E/ml 
Nisin entwickelt werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit (Verzégerungs- 
und logarithmische Wachstumsphase) war bei dieser Konzentration schon 
nach wenigen Passagen gleich wie jene der nisinfreien Kontrolle. Héhere 
Nisinkonzentrationen wurden nur nach langen Verzégerungsphasen und 
oft auBerordentlich langen logarithmischen Wachstumsphasen, in einem 
Extremfall mit 4608 E/ml Nisin nach 576 Std, iiberwunden. Dies laRt 
darauf schlieBen, da®B sich Wachstum und bactericide Nisinwirkung die 
Waage hielten. Tatsachlich konnten in solechen wachsenden Kulturen 
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viele lysierte Organismen gesehen werden, was bei niederen Nisin- 
konzentrationen nie in diesem Mafe beobachtet werden konnte, 


e) Reversion der Nisinwirkung 
Die bactericide Wirkung von Nisin wird durch Seife stark erniedrigt. 
In Tab.14 sind die im Verdiinnungstest bactericid wirkenden Nisin- 
konzentrationen bei Zugabe von Seife angegeben. Die Neutralisation des 
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Abb.21. Entwicklung und Stabilitdét der Nisinresistenz bei vegetativen Zellen. Kurve 1: Entwicklung. 

Tigliche Uberimpfung mit 1°/, der bei der héchsten Nisinkonzentration gewachsenen Kultur von 

Ol. butyricum 221 in Nisinbouillon. Kurve 2: Stabilitdt. In Intervallen von 2—3 Tagen Uberimpfung 

mit 1°/, in nisinhaltige Bouillon der tiglich in nisinfreiem Medium geziichteten Kultur von 
Cl. butyricum 221 


Antibioticums geschah augenblicklich, und —‘Tabelle 14. Newtralisation von 
gewachsene Proben zeigten keine Ver- Misi durel Werye ; 
3 d Ae hase. Der Beimpfung von EAH-Bouillon 
aie ie Pin eaten a a h mit 0,1°/, 17 Std alter vegetati- 
estorganismus wurde bei diesen Versuchen 6, yetlen von Cl. butyricum 221 
selbst durch 5000vg/mlSeifenichtgehemmt. und Zugabe von reinem Nisin 


Die durch die Zugabe von Seife bedingte und steriler Schmierseife 


pu-Erhéhung des Mediums war gering. ae ie ee tae 
Auf Grund der Beobachtungen (ug/ml) Nisinkonzentration 

von Newton (1953c, 1954b), wonach SSK. 

relativ harmlose Kationen mit dem Poly- 0 64 
peptidantibioticum Polymyxin um Ab- 0,05 64. 
sorptionszentren auf oder in der Zelle os oe 
konkurrenzieren kénnen, wurde die Wir- 50 1094 
kung solcher Kationen gegeniiber Nisin 500 +10 240 


bei Cl. butyricum 221 geprift. Es wurden 
die folgenden Kationen untersucht: 
die einwertigen Na+, K+, Lit und NH,"*, die zweiwertigen Catt+, Mg**, 
Bat+, Sr++ und UO,*+ und die dreiwertigen Lat++ und Cett++. Die 
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Kationenkonzentration betrug 0,1, 0,01 und 0,001 mol/ml Testfliissigkeit. 
Als Kriterium der Reversionswirkung diente die Fahigkeit des betreffen- 
den Kations, eine Lysis zu verhindern, d.h. ein Weiterwachsen der Test- 
kultur zu ermoéglichen. Der EinfluB der Kationen auf das Wachstum des 
Testorganismus wurde in nisinfreien Proben untersucht. In allen Ex- 
perimenten wurden die Metallchloride verwendet, einzig UO,** lag als 
Acetat vor. Die Zugabe von Nisin erfolgte nach jener der Metallionen. 
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Abb, 22. Reversion der Nisinwirkung durch Mg-Ionen. Transmissionsmessungen bei 620 mu in Adapter- 

rohren (Lumetron Colorimeter) von Testmischungen mit 5 ml empfindlicher bzw. nisinresistenter 

6 Std alter Kultur von Cl. butyricum 221 + 1ml Nisin (bzw. 0,02 n HCl) + 3 ml m/15 Phosphat- 

puffer (pn 6,8) + 1 ml der Kationenlésungen (bzw. destilliertes Wasser). Nisinkonzentration: 128 

E/ml reines Nisin. Kurve 7: nisinfreie Kontrolle, Kurve 2: nisinresistente Kultur, Kurven 3, 4, 6 
und 6: empfindliche Kulturen mit Nisin und 0, 0,001, 0,01 und 0,1 mol/ml MgCl, 


In Abb. 22 ist die fiir Mg-Ionen gefundene Reversion der Nisinwirkung 
dargestellt und mit der Reaktion einer nisinresistenten Kultur (ohne 
Mg-Ionen) und einer nisinfreien Kontrolle verglichen. Die Zugabe von 
Mg-lIonen (107! und 10-?molar) fithrte zu einer Verringerung der Bak- 
teriolysis. Gleichermafen wirkten die zweiwertigen Ionen Ba++ und Ca**, 
wahrend die Zugabe von Sr++ und UO,*+ zu starker Ausflockung fiihrte. 
Die beiden letzteren Ionen konnten daher nicht auf ihre Wirksamkeit 
untersucht werden. Alle einwertigen Metallionen verhinderten die Bak- 
teriolysis nicht. Die dreiwertigen Kationen La*+++ und Cet++ hatten 
toxische Wirkung. 

Die Zugabe von Mg-Ionen erlaubt auch eine gewisse Aussage iiber die 
zeitliche Wirkung von Nisin. Die Versuche iiber die bakteriolytische 
Nisinwirkung haben gezeigt, daB die durch héhere Nisindosen ver- 
ursachte Lysis nach 30 min maximal ist. Wurden zu den wie in Abb. 22 
beschriebenen Testmischungen nach 0, 10 und 30 min Bebriitung mit 
Nisin (128 E/ml) Mg-Ionen (0,1 Mol/ml) zugegeben, so trat eine Erholung 
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der Kultur nur dann ein, wenn die Mg-Zugabe gleichzeitig oder maximal 
10 min nach der Nisinzugabe erfolgte. Zwischen den Mg-Ionen und Nisin 
scheint keine Komplexbildung eingetreten zu sein, da eine Vorbebriitung 
von Nisin und Mg-Ionen in destilliertem Wasser wahrend 30 min bei 
37°C die Aktivitat des Antibioticums nicht herabsetzte. 


Diskussion 


Es hat sich in dieser Untersuchung gezeigt, da8 Nisin in seinen 
chemisch-physikalischen und biologischen Eigenschaften den kation- 
aktiven Netzmitteln sehr ahnlich ist. Nisin besitzt die diesen Stoffen 
eigene, die Oberflachenspannung erniedrigende Aktivitat (CHEESEMAN, 
pers. Mitt.), die auch ein Charakteristikum aller Polypeptidantibiotica ist 
(NEwTon 1956, 1958; ANDERSON et al. 1946; Horcuxiss 1944; Sacks 
1952a). Nisin hat auch die folgenden typischen Merkmale kationaktiver 
Detergentien: Antagonisierung durch anionaktive Netzmittel (z.B. 
Seife) (DuBots u. DrpBLEE 1947), Reversierbarkeit der bactericiden 
Wirkung durch harmlose Kationen (VaLKo u. Dusors 1944), Zunahme 
der Aktivitaét bei erhdhtem py (Baker et al. 1941a; FiscHer u. Larose 
1952), Beeinflussung der bactericiden Wirkung durch die Zahl anwesen- 
der Organismen (KNox et al. 1949) und die rasche bactericide Wirkung 
(Satton 1951). (Vgl. auch Giassman 1948; KiaRmMann 1950 und 
LAWRENCE 1950 iiber kationaktive Detergentien.) 

Die chemische Verwandtschaft der Polypeptidantibiotica liBt ver- 
muten, da ihre Wirkungsweise ahnlich ist. [hr Wirkungsspektrum ist 
jedoch nicht einheitlich. Auf die Polypeptide Gramicidin 8, Tyrocidin, 
Subtilin und Nisin sind grampositive Organismen empfindlich, wahrend 
Polymyxin, Circulin und Polypeptin (,,Polymyxin-Familie“ nach 
Bricas u. Fromaceot 1953) vor allem auf gramnegative Organismen 
wirken. Die fiir Polymyxin (Ubersicht bei Newron 1956), fiir Subtilin 
(Sacks 1952a,b), fiir Bacitracin (ABRAHAM 1957; Facts et al. 1948) und 
fiir Tyrocidin (GALE u. TayLor 1947) gefundenen Eigenschaften lassen 
erkennen, da8B diese Antibiotica wie die kationaktiven Netzmittel rasch 
bactericid wirken. Diese Wirkung besitzt auch Nisin auf vegetative 
Zellen von Clostridium butyricum und, wie gezeigt wurde, auch auf ge- 
keimte Sporen dieses Organismus. Die bactericide Wirkung von Nisin 
auf wachsende Organismen kann durch die St6rung der Zellpermeabilitat 
zufriedenstellend erklart werden. Aus der Zelle auslaufendes Material 
zeigt eine charakteristische Absorption bei 260 my. Rarpaup (1957) 
konnte zwar solches Material bei einer Nisinbehandlung von Thermo- 
bacillus tarbellicus nicht nachweisen. Die vorliegenden Ergebnisse spre- 
chen jedoch eindeutig fiir den Austritt von Zellmaterial als Folge einer 
Nisinbehandlung. Alte und bereits autolysierende Kulturen von Cl. bu- 


tyricum besitzen bei 260 mu auch nach Zugabe von Nisin ein bedeutend 
6* 
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geringeres Absorptionsmaximum. Auch die elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen solcher Zellen zeigen praktisch keine Veranderung. Es scheint, 
daB der durch Nisin verursachte plétzliche Austritt von Zellmaterial 
nur bei wachsenden Organismen stattfindet. Es bleibt noch offen, auf 
welche Art der durch Nisin verursachte Tod alter Zellen herbeigefiihrt 
wird. 

Nach Untersuchungen von SauTon (1951) iiber die Wirkung einer 
quaternaren Ammoniumverbindung auf grampositive und gramnegative 
Organismen setzt sich das aus der Zelle auslaufende Material aus Purinen, 
Pyrimidinen, Pentose und anorganischem Phosphor zusammen, besitzt 
also Nucleotidcharakter. Nach GALE u. TAYLor (1947) finden sich nach 
einer Tyrocidinbehandlung auch freie Aminosiuren im ausgelaufenen 
Material. 

Als Angriffsort oberflachenaktiver Antibiotica wird heute die cyto- 
plasmatische Membran angesehen (FEW u. SCHULMAN 1953b,c; NEWTON 
1953a). Sie soll nach MrrcHELL u. Moyte (1956) fiir die Aufrechterhal- 
tung des osmotischen Gleichgewichtes verantwortlich sein. Frew (1954) 
konnte in der Zellwand zerrissener gramnegativer Organismen eine 
Doppelstruktur nachweisen. Er sieht die untere Schicht dieser Struktur 
als mégliche Angriffsflache von Polymyxin an, die er auch fiir die Re- 
gulierung der osmotischen Gleichgewichtsverhaltnisse verantwortlich 
macht. Bei grampositiven Organismen konnte FEw eine solche Doppel- 
struktur nicht auffinden. Durch Verwendung eines fluorescierenden 
Polymyxinpraparates gelang es NEwrTon (1955) auf elegante Art, bei 
einem grampositiven polymyxinempfindlichen Organismus die cyto- 
plasmatische Membran direkt als Wirkungsort nachzuweisen. Er fand 
mit Hilfe der von WEIBULL (1953) entwickelten Methode der Herstellung 
von Protoplasten und mit isolierten Zellwanden, daB letztere nur 10°/, 
des Antibioticums absorbierten, wahrend 90°/, an einer Substanz fest- 
gehalten wurden, die sich als die cytoplasmatische Membran erwies. Bei 
gramnegativen Organismen scheinen die Verhaltnisse anders zu sein, und 
es ist anzunehmen, daB die von FEw (1954) gefundene innere Schicht der 
Zellwand soleher Bakterien bei der Absorption des Antibioticums in 
gleichem MaBe beteiligt ist wie die iuBere Schicht. 

Es hat sich gezeigt, daB die Nisinabsorption durch vegetative Zellen 
und gekeimte Sporen von Cl. butyricum bereits nach 20 min Kontaktzeit 
sehr groB ist. Sie iibertrifft die zur vollstandigen Abtétung empfindlicher 
Organismen bendtigte Menge bei weitem. In einem Ahnlichen Fall fand 
SALTON (1951), da die Absorption einer quaternaren Ammonium- 
verbindung je nach Organismus die 15—18fache Zelloberfliche bedecken 
wiirde. Few u. ScoutMAN (1953c) kamen fiir Polymyxin zu ahnlichen 
Ergebnissen (zwolffache Zelloberflache bei Pseudomonas denitrificans und 
zehnfache Zelloberflache bei Escherichia coli). Auch solche Ergebnisse 
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deuten darauf hin, daB nicht die Zelloberfliche allein Absorptionsort 
sein kann. Es ware denkbar, daB das durch die bakteriolytische Wir- 
kung oberflachenaktiver Antibiotica freiwerdende Cytoplasma ebenfalls 
als Absorptionssubstanz dient. 

Die bei Nisin gefundene starke py-Abhangigkeit der Absorption muB 
mit der chemischen Zusammensetzung der Zelloberfliche und des 
Antibioticums zusammenhiingen. Chemische Untersuchungen von Zell- 
wandpraparaten (SALTON 1956) lassen vermuten, daB in der intakten 
Zellwand zahlreiche saure Gruppen vorhanden sind (Carboxylgruppen 
von Aminosauren und Aminozuckern und Phosphatgruppen der Phos- 
pholipoidkomponenten). Daher mu8 Nisin positiv geladene Gruppen 
aufweisen. Es ist bekannt, daB die Polypeptidantibiotica basische Peptide 
sind und bei neutralem py-Wert positive Ladung zeigen (NEWTON 1958). 
Nach BrErripGe (pers. Mitt.) wird auch Nisin als basisches Peptid 
angesehen. 

Die Geschwindigkeit der bactericiden Nisinwirkung la4Bt darauf 
schlieBen, daB fiir den Zelltod keine Beeinflussung des Stoffwechsels not- 
wendig ist. Die Wirkung von Nisin auf die Atmung von Staphylococcus 
aureus wurde von CARLSON u. BAUER (1957) untersucht. Sie haben dabei 
ahnliche Ergebnisse gefunden, wie wir sie durch Wachstumsmessungen 
feststellten. Es ist ebenfalls bekannt, daB die Saureproduktion emp- 
findlicher Kulturen durch Nisin stark vermindert wird. Uber die Wirkung 
kationaktiver Detergentien berichteten Knox et al. (1949), daB die 
Hemmung gewisser Stoffwechselprozesse parallel zum Zelltod ging, 
wahrend andere Reaktionen auch bei letalen Konzentrationen funk- 
tionierten. Fiir Polymyxin fand Newton (1953b), daB die Hemmung 
verschiedener Enzyme erst bei einer um das Dreifache erhéhten bac- 
tericiden Konzentration eintrat. 

Der durch Mg-Ionen ausgeiibte Schutz vor der bactericiden Nisin- 
wirkung scheint die Folge einer Konkurrenz um Absorptionszentren auf 
der Zelle zu sein, da keine Komplexbildung zwischen Kation und Nisin 
beobachtet werden konnte. Die Konkurrenz zwischen Mg-Ionen und 
Nisin erlaubt eine Aussage iiber die Geschwindigkeit der bactericiden 
Wirkung und damit indirekt iiber jene der Nisinabsorption. Es hat sich 
gezeigt, daB die Absorption innerhalb der ersten 10 min stark zunehmen 
und zwischen 10 und 30 min beendet sein muB. 

Newton (1954b) erhielt mit Hilfe der durch zwei- und dreiwertige 
Kationen ausgeiibten Schutzwirkung gegeniiber Polymyxin Informatio- 
nen iiber die chemische Natur polymyxinbindender Gruppen bei Psewdo- 
monas aeruginosa. Er fand eine Beziehung zwischen den Affinitaten 
gewisser Kationen zu polymyxinbindenden Gruppen und jener zu 
Phosphatkolloiden (Kolloide mit Esterphosphat als ionogene Gruppe. 
wie z.B. Lecithin). Newron schlo8 daraus, da8 die polymyxinbindenden 
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Zentren Phosphatgruppen von Phospholipoiden seien. Unsere Versuche 
deuten zwar in die gleiche Richtung, erlauben aber keine gesicherten 
Aussagen iiber die chemische Natur nisinbindender Zellstrukturen. 

Bei vegetativen Zellen von Cl. butyricum lieB sich eine Nisinresistenz 
um den 32fachen Betrag relativ leicht entwickeln. Es mag in diesem Zu- 
sammenhang interessieren, daS das AusmaB der Resistenz gegentiber 
oberflachenaktiven Verbindungen stark unterschiedlich ist. CHAPLIN 
(1951) konnte die Resistenz von Serratia marcescens gegen eine quaternare 
Ammoniumverbindung um das 200fache und bei ZH. coli um das 
43fache erhdhen, wihrend Staph. aureus keine Resistenz entwickelte. 
SzYBALSKI u. Bryson (1952) gelang eine Resistenzentwicklung bei 
E. coli gegen Polymyxin um den 20fachen Betrag. Buiss et al. (1949) 
konnten beim gleichen Organismus und demselben Antibioticum keine 
Resistenz beobachten. JANN et al. (1952) erzielten bei Staph. awreus mit 
Subtilin eine 50fache Resistenzerhdhung. Uber eine Resistenzentwick- 
lung bei Nisin liegt nur die Arbeit von CaRLson u. BAUER (1957) vor, 
nach der bei Staph. aureus eine 800fache, bei einem haimolysierenden 
Streptococcus eine 70fache und bei Bacillus subtilis eine 120fache 
Erhohung der Resistenz entwickelt werden konnte. 

Interessant ist jedoch auch das Phainomen der Resistenzentwicklung 
selbst. Die rasche Zerstérung der Zellwandpermeabilitaét durch ober- 
flachenaktive Verbindungen wiirde eigentlich eine Resistenz ausschlieBen. 
Die bestehende Tatsache der Resistenz kénnte daher die Folge einer Ver- 
anderung der Zelloberflaiche sein, und es gibt dafiir tatsaichlich gewisse 
Anhaltspunkte. CHapLin (1952) fand bei S. marcescens, daB die gegen 
eine quaternére Ammoniumverbindung resistenten Zellen einen um das 
sechsfache erhdhten Gehalt an Ather/Alkohol-léslichem Material und eine 
verringerte elektrophoretische Beweglichkeit aufwiesen. Die Behandlung 
resistenter Zellen mit Lipase fiihrte zum raschen Verlust ihrer Resistenz, 
und es scheint méglich zu sein, daB der gramnegative Organismus bei der 
Resistenzerwerbung eine schiitzende Fett- oder Lipoproteidschicht 
synthetisierte. CHAPLIN (1952) vermutet, daB die individuelle Resistenz 
innerhalb einer empfindlichen Population durch den Besitz von mehr oder 
weniger Lipoproteid bestimmt wird. Frw (1955) untersuchte mit der 
Oberflachenfilmtechnik die Komplexbildung von Polymyxin mit ver- 
schiedenen Lipoiden und fand starke Komplexbildung zwischen dem 
Antibioticum und monomolekularen Filmen von Lipoiden, die er aus 
zerstorten Zellen eines empfindlichen Organismus herstellte. Bei Lipoiden, 
die aus der cytoplasmatischen Membran resistenter Staphylokokken 
stammten, trat mittelstarke Komplexbildung ein. Lecithinfilme reagier- 
ten nicht mit Polymyxin. Auf Grund dieser Ergebnisse vermutet Frw, 
daB die positiv geladene Cholingruppe des Lecithins die ionisierte Phos- 
phatgruppe abschirme und daher eine elektrostatische Bindung zwischen 
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Phosphatgruppe und den Aminogruppen des Polymyxinmolekiils ver- 
hindere. Die Analyse bakterieller Lipoide zeigte jedoch, daB kein Cholin 
anwesend war. Andere N-haltige Bestandteile, wie Colamin und Serin, 
waren nachweisbar. Die starke Bindung zwischen Polymyxin und Lipo- 
iden empfindlicher Organismen 148t vermuten, da die bactericide Wir- 
kung des Antibioticums in einer Reaktion mit der Fettkomponente der 
cytoplasmatischen Membran besteht. Dies resultiert in einer kritischen 
Veranderung der Oberflachenspannung auf der Membran und kénnte zu 
einer Modifikation der Membranstruktur und zur bekannten Stérung der 
Zellpermeabilitat fiihren. 

Um aber zur cytoplasmatischen Membran zu gelangen, mu ein 
Polypeptidantibioticum absorbiert werden. Die Ergebnisse von NEWTON 
(19544) und von Frew u. ScHULMAN (1953b,c) sowie die eigenen zeigen, 
daB sowohl die natiirlicherweise wie auch die aus einer empfindlichen 
Kultur stammenden resistenten Organismen bedeutend kleinere Mengen 
absorbieren. Die bei Staph. aureus gemachten Beobachtungen von 
CARLSON u. BAUER (1957), wonach Acetonextrakte resistenter, nicht aber 
empfindlicher Zellen zur Inaktivierung von Nisin fahig waren, bringt 
zudem einen anderen Aspekt in den Mechanismus der Resistenzerwerbung. 

Die Behandlung nisinresistenter Zellen von Cl. butyricum 221 mit 
Lipase (1, 10, 100 und 1000 wg/ml) fiihrte im Verdiinnungstest zu keiner 
Resistenzverminderung. Die Anwendung der von Dyar (1948) an- 
gegebenen Methode des enzymatischen Fettabbaus ergab das gleiche 
Resultat, so daB vermutet wird, der Fettgehalt spiele fiir die Resistenz 
keine Rolle. Die Beobachtung von Newton (1956), da der Lipoid- 
gehalt polymyxinresistenter und -empfindlicher Ps. aeruginosa praktisch 
gleich ist, mag in diesem Zusammenhang interessieren. Die Zugabe von 
Lecithin (500 wg/ml) zu nisinempfindlichen Cl. butyricum-Zellen fiihrte 
andererseits auch nicht zu einer Erhéhung der bactericiden Endpunkte 
im Verdiinnungstest. Dies steht in Ubereinstimmung mit den von Frew 
(1955) bei Polymyxin erhaltenen Ergebnissen. Die Zugabe von bak- 
teriellem Fett empfindlicher und resistenter Organismen verringerte 
hingegen die bactericide Wirkung des Antibioticums. 

Es besteht somit die Moéglichkeit, daB die Resistenz durch Ver- 
hinderung einer geniigend groBen Absorption zustande kommt. Auch 
scheinen gewisse Fett- oder andere Zellwandkomponenten die Fahigkeit 
zu besitzen, absorbiertes Nisin in eine biologisch unwirksame Substanz 
umzuformen. Die Nisinabsorption resistenter Zellen von Cl. butyricum 
221, die als Funktion der in der iiberstehenden Fliissigkeit noch ver- 
bliebenen Nisinkonzentration ausgedriickt wurde, spricht gegen eine 
Inaktivierung, wie sie von CaRLson u. BaveErR (1957) vorgeschlagen 
wurde. Aus dem gleichen Grunde fallt auch die Moglichkeit der Bildung 
einer Nisinase (GALESLOoT 1956; Kooy 1952; Kooy u. PerrE 1952) 
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auBer Betracht. Die Versuche mit Lipase zeigen, daB bakterielle Lipoide 
von untergeordneter Bedeutung sind. Es ware méglich, daB die durch 
resistente Zellen unseres Organismus aufgenommene achtfach kleinere 
Nisinmenge (ca. 12°/, der durch empfindliche Zellen absorbierten Menge) 
jener entspricht, die nach Resultaten von Newton (1955) bei Polymyxin 
in der Zellwand grampositiver Organismen festgehalten wird und daB 
kein Nisin zur cytoplasmatischen Membran gelangen konnte. Die Tat- 
sache, daB sich eine Nisinresistenz nur bei wachsenden Organismen 
entwickeln konnte, spricht vielleicht dafiir, daB solche Zellen eine zur Ab- 
schirmung der cytoplasmatischen Membran fahige Substanz synthetisie- 
ren k6énnen ahnlich den bei Detergentien von Baker et al. (1941c¢) 
vorgeschlagenen Phospholipoiden. Es darf zudem nicht vergessen werden, 
daB die Nisinabsorption auch der resistenten Zellen relativ groB ist und 
da dadurch Nisin quantitativ aus dem System entfernt wird. 

Die Unterschiede in der Resistenzerwerbung und im Resistenzgrad 
scheinen deshalb sowohl auf die Art des oberflichenaktiven Agens als 
auch auf die unterschiedliche chemische Zusammensetzung und die ver- 
schiedenartige Struktur der Zellwainde grampositiver und gramnegativer 
Organismen (SALTON 1952, 1953, 1956) zuriickfiihrbar zu sein. 


Zusammenfassung 


1. Es wird das fiir Clostridium butyricum typische und atypische 
Wachstum beschrieben. 

2. Das von Stémmen von Streptococcus lactis gebildete Polypeptid- 
antibioticum Nisin ist bei py 2 am stabilsten. Die Stabilitat des Anti- 
bioticums ist unter den angewendeten Kulturbedingungen (KAH- 
Medium [pr 6,5], 37°C) gering. 

3. Zur Untersuchung der Wirkung von Nisin auf Cl. butyricum sind 
konventionelle Kulturen nicht geeignet. Die beiden Entwicklungs- 
formen: Sporen und vegetative Zellen erfuhren eine getrennte Unter- 
suchung. 

4, Nisin wirkt sowohl auf junge wie auf alte vegetative Zellen bac- 
tericid. Je nach Alter der Organismen und Nisinkonzentration kénnen 
sich resistente Zellen bilden. 

5. Nisin wirkt weder sporostatisch noch sporocid. Dagegen sind ge- 
keimte Sporen nisinempfindlich. 

6. Zahlreiche Faktoren, wie GréBe und Alter des Inoculums, pu des 
Mediums und das Medium selbst, beeinflussen die bactericide Nisin- 
wirkung. Vegetative Zellen und gekeimte Sporen binden Nisin stark. 
Sowohl die Nisinabsorption wie auch die infolge der bakteriolytischen 
Wirkung hervorgerufene Baktericidie sind stark py-abhangig und 
besitzen bei py 6,5 bis 6,8 ein Maximum. Als Folge der bakteriolytischen 
Wirkung verlieren empfindliche Zellen Material, das ein Absorptions- 
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maximum bei 260 mu aufweist, und erscheinen im Elektronenmikroskop 
als optisch leer. Bei wachsenden vegetativen Organismen kann die Re- 
sistenz gegen Nisin um den 32fachen Betrag erhéht werden. Die Resistenz 
erwies sich bei einem um das achtfache erhdhten Niveau iiber 31 Pas- 
sagen als stabil. Nisin wird durch Seife neutralisiert und zweiwertige 
Kationen heben die bactericide Wirkung auf. 

7. Es wird festgestellt, daB die Wirkung von Nisin manche Ahnlichkeit 
mit der bei kationaktiven Detergentien und bei anderen Polypeptid- 
antibiotica beschriebenen besitzt, und die bei Nisin gefundenen Ergeb- 
nisse werden im Rahmen der bereits bekannten Wirkungsmechanismen 
diskutiert. 
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Untersuchungen tiber den Fettabbau im Abwasserschlamm 
bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen 


Von 
PETER DOLZMANN 


Mit 10 Textabbildungen 
(Hingegangen am 10. Juni 1960) 


In den letzten Jahrzehnten ist der Wasserbedarf der Bevélkerung, 
der Industrie und der Landwirtschaft in zunehmendem MaBe gestiegen und 
ist auch noch in weiterem Ansteigen begriffen. Im Zusammenhang damit 
wachst die anfallende Abwassermenge standig an, und das Problem der 
Abwasserbeseitigung beansprucht immer stiarkeres Interesse. LaBt sich 
das Abwasser noch verhaltnismaBig leicht auf chemischem oder bio- 
logischem Wege reinigen und dann einem Vorfluter zufiihren, so bedingt 
die Beseitigung des anfallenden Abwasserschlammes erhohte technische 
und hygienische Aufwendungen. 


Die heute meist angewendete Methode ist die anaerobe Ausfaulung des Schlam- 
mes in besonderen Faulraéumen, wobei durch die Tatigkeit verschiedener Bakterien- 
arten die im Schlamm vorhandenen organischen Substanzen zu etwa 50°/, unter der 
Bildung von Methan und Kohlendioxyd abgebaut werden. Dieses Verfahren bietet 
verschiedene Vorteile: So werden wahrend des Faulvorganges zahlreiche pathogene 
Keime abgetétet [Brunner (1952, 1955); HEUKELEKIAN u. SCHULHOFF (1935); 
LineMANN (1950, 1953)], sowie die Keimfahigkeit von Unkrautsamen zerstért 
(VrEHL 1936), so daB der ausgefaulte Schlamm ohne Bedenken als Diinger Verwen- 
dung finden kann. 

Durch die Ausfaulung tritt auferdem eine starke Volumenverminderung ein, 
bedingt einmal durch den wirklichen Substanzabbau zu gasformigen Endprodukten, 
zum anderen aber auch durch eine Umwandlung von unldslichen Verbindungen in 
losliche, die mit dem Schlammwasser abgelassen werden. Ferner werden die organi- 
schen Kolloide weitgehend zerstért, wodurch der Schlamm einen grofien Teil seines 
gebundenen Wassers abgibt und dadurch einen weiteren betrachtlichen Volumen- 
verlust erleidet. 

Das bei der Ausfaulung entstehende wertvolle Methan laé8t sich durch Aus- 
waschen vom Kohlendioxyd trennen und technisch vielfach verwenden. 

Ein Nachteil der Methode besteht in den groBen baulichen und maschinellen 
Aufwendungen bei der Neuerrichtung und beim Betrieb der Faulraume. Daher ist 
es stets das Ziel, die vorhandenen Anlagen weitgehend auszunutzen, indem die 
Verweilzeit des Schlammes in den Faulraumen méglichst kurz gehalten wird. Das 
aber ist nur méglich, wenn es gelingt, die notwendige Faulzeit auf ein MindestmaB 
zu verkiirzen, sei es durch Beheizung der Faulraume, durch einen ausgewogenen 
kontinuierlichen Betrieb, durch standige Bewegung und Durchmischung des Faul- 
gutes mittels groBer Riihrwerke oder anderer geeigneter MaBnahmen. 
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In der folgenden Arbeit sollte in Laborversuchen gepriift werden, ob 
die Zugabe von ldslichem, d.h. fiir die Organismen direkt verwertbarem 
Phosphat zum Abwasserschlamm einen Einflu8 auf die sich bei der Aus- 
faulung abspielenden Vorgange hat. 

Aus der Limnologie ist ja bekannt, daB in offenen Gewassern das freie 
Phosphat als Minimumfaktor auftritt und somit Intensitaét und Ge- 
schwindigkeit aller stofflichen Umsetzungen bestimmt. OHLE (1953) hat 
auf die entscheidende Bedeutung des Phosphates fiir den Stoffhaushalt der 
Seen am Beispiel der Holsteinischen Seen besonders aufmerksam ge- 


macht. 

DaB sich eine erhodhte Phosphatkonzentration auch auf die Tatigkeit von Bakterien 
forderlich auswirkt, geht aus einer Arbeit von TayLor (1949) hervor, in welcher der 
Autor Wasser englischer Binnenseen mit Glucose versetzt und als Mafstab der 
Bakterientiatigkeit laufend den BSB (Biologischer Sauerstoft-Bedarf) bestimmt hat. 
Es ergab sich, da bei steigender Phosphatkonzentration des Wassers der BSB 
erheblich zunahm und damit auf eine verstirkte Bakterientatigkeit schlieBen lieB. 

Untersuchungen in der oben angegebenen Richtung erschienen von 
besonderem Interesse, da nach Angaben von SAWYER (zit. bei OHLE 
1953) der Phosphatverbrauch der USA von 1939 bis 1951 um das zwei- 
einhalbfache gestiegen ist und sich der Phosphatgehalt der Abwasser im 
Zusammenhang damit betrachtlich erhéht hat. Nach miindlicher Mit- 
teilung phosphaterzeugender Betriebe bahnt sich in Deutschland eine 
ahnliche Entwicklung an. 

Gleichzeitig sollte festgestellt werden, ob bei der Schlammfaulung der 
Gehalt an léslichem Phosphat abnimmt, ob also Phosphat in Form von 
unloslichen Verbindungen im Schlamm festgelegt und so dem Vorfluter 
ferngehalten wird. Ein verstarkter Phosphatgehalt des abgelassenen 
Schlammwassers ist unerwiinscht, da das Phosphat im Vorfluter zu einer 
Intensivierung aller Stoffwechselvorginge fiihrt. Es kommt zu einer 
gesteigerten Planktonproduktion und damit zu einer vermehrten Bildung 
organischer Substanzen, die in einiger Zeit dem Abbau verfallen. Dabei 
kann es zu starken Faulniserscheinungen und zu einer sekundadren 
Wasserverschmutzung kommen (OHLE 1953). 


A. Ergebnisse der Methanbakterienforschung 
Um den FaulprozeB beherrschen und in der gewiinschten Richtung 
steuern zu kénnen, ist es notwendig, iiber die dabei ablaufenden bio- 
logischen und biochemischen Vorgange Klarheit zu haben. 


Die natiirliche Bildung eines brennbaren Gases in Siimpfen und am Boden der 
Gewasser ist seit langer Zeit bekannt. Schon 1776 brachte Vora (zit. bei BARKER 
1956) die Entstehung dieses ,,Sumpfgases‘‘ mit der Zersetzung abgestorbener Pflanzen- 
teile in Verbindung. Henry (1906, zit. bei BARKER 1956) analysierte das natiirlich 
gebildete Gas als Methan. Bhcuamp (1868) und TAPpPEINER (1882) fiihrten die Methan- 
bildung auf einen bakteriologischen Lebensvorgang zuriick und Hoprr-SryLEer 
(1886) fand, da methanbildende Bakterienkulturen sogar fahig waren, Cellulose 
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anzugreifen, und da dabei neben Methan Wasserstoff, Kohlendioxyd, Athanol und 
Essigsiure entstanden. OMELIANSKI (1902) beobachtete zwei Arten von Cellulose- 
vergarung unter LuftabschluB, deren eine zu Methan und deren andere zu Wasser- 
stoff als Endprodukt fiihrte; nebenbei entstanden Essig- und Buttersdure. Omn- 
LIANSKI schrieb diese Erscheinung der Tatigkeit zweier verschiedener sporenbilden- 
der Bakterien zu, von denen das eine die Methanbildung, das andere die Wasserstoft- 
bildung bewirken sollte. Beide sollten sich auBerdem in ihrer Hitzeresistenz unter- 
scheiden. CLausEN (1931) konnte jedoch die Identitat der beiden Arten beweisen. 
Er fiihrte die Methan- bzw. die Wasserstoffbildung auf die Lebenstitigkeit ver- 
schiedener Bakteriengruppen zuriick. 

Im Anschlu8 an OmeELransKis Untersuchungen erschienen zahlreiche Arbeiten 
verschiedener Autoren tiber die Methanbildung aus organischen Materialien. Sie 
fiihrten zu der Auffassung, daB sich alle organischen Stoffe zu den Endprodukten 
Methan und Kohlendioxyd abbauen lieBen. Allerdings wurden diese Untersuchungen 
mit ungereinigten Anreicherungskulturen ausgefiihrt, die neben den eigentlichen 
Methanbildnern auch noch zahlreiche andere, anaerob lebende Bakterienarten 
enthielten. Sie lieBen daher Zweifel an ihrer Deutung zu, hatten doch schon Horrr- 
SEYLER und TappPErINeR in ihren Arbeiten darauf hingewiesen, da der SchluB, 
Methan entstiinde direkt aus der Cellulose, nicht unbedingt sicher sei. Es bestand 
durchaus die Méglichkeit, daB in den verwendeten Mischkulturen eine Bakterienart 
die Cellulose zu niedermolekularen Spaltprodukten abbaute und erst durch andere 
Arten aus diesen Methan gebildet wiirde. Diese Auffassung fand eine Stiitze in den 
Versuchen von OMELIANSKEI (1906) und SOHNGEN (1906), in welchen beide Autoren 
zeigen konnten, dai niedermolekulare Stoffe, wie sie auch bei dem Celluloseabbau 
auftreten kénnen, z.B. Essig- und Buttersiure, Methanol und Athanol, allein und 
miteinander gemischt von methanbildenden Kulturen bevorzugt als Substrat ver- 
wendet wurden. 


Diese Befunde konnten spater wiederholt bestatigt werden, doch 
muBte eine sichere Entscheidung zwischen einem direkten Zersetzungs- 
prozeB oder einem Symbiosevorgang so lange offen bleiben, als man nicht 
iiber Reinkulturen der methanbildenden Bakterien verfiigte. Diese zu 
erhalten, erwies sich jedoch als auBergewohnlich schwierig. 


Der erste, der einen gewissen Erfolg erzielte, war BARKER (1936, 1). Zwar erhielt 
auch er noch keine Reinkulturen, jedoch konnte er in weitgehend gereinigten Anrei- 
cherungskulturen vier Arten yon Methanbakterien morphologisch und in einer 
weiteren Arbeit (BARKER 1936, 2) auch physiologisch sicher voneinander abgrenzen. 
Drei Jahre spater gelangen ihm die ersten Reinkulturen (BARKER 1939). 

Inzwischen konnten durch die genannten Arbeiten von BARKER, sowie durch die 
Arbeiten von SCHNELLEN (1947); StapTMAN (1951); StapTMAN u. BarKeER (1951) 
sowie WIKEN (1957) fiinf Arten in Reinkulturen isoliert werden: Methanosarcina 
barkerii, Methanosarcina methanica, Methanobacterium formicicum, Methanobac- 
terium omelianskii, Methanococcus vannielit. 

Weitere drei Arten konnten in Anreicherungskulturen von anderen methan- 
bildenden Arten, nicht jedoch von einigen anderen, nicht methanbildenden Begleit- 
organismen getrennt werden: Methanobacteriwm propionicum, Methanobacterium 
sodhngenii, Methanococcus mazet. 

Diese acht Arten sind heute durch ihre morphologischen und physiologischen 
Merkmale als sicher von einander abgegrenzt zu betrachten. 

Nach diesen Erfolgen erschien in den letzten Jahren eine grofie Zahl von 
Arbeiten iiber Biochemie und Physiologie der Methanbildung, doch ist hier nicht 


der Raum, auf diese naher einzugehen. Es sollen nur die wichtigsten Ergebnisse 
7% 
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kurz angefiihrt werden. Dabei sei auf die Zusammenfassungen bei Lrepmann (1950, 
1956), BARKER (1956), RompicER (1956) und WrKEN (1957) hingewiesen. 

Allen bis heute bekannten Arten methanbildender Bakterien gemeinsam ist die 
streng anaerobe Lebensweise. Alle sind gekennzeichnet durch ein Lebensoptimum 
in einem schwach alkalischen Medium mit einem py 7,2—7,5 sowie durch eine 
ausgepragte Substratspezifitat, wie sie aus Tab.1 hervorgeht. 


Tabelle 1. Substratspezifitat der Methanbakterien 


Art verwertete Substrate 
Methanobact. omelianskii CO,, Athanol, primare und sekundare 
Alkohole 
Methanobact. propionicum Propionat, Valeriat 
Methanobact. formicicum H,, CO, Formiat 
Methanobact. sdhngenit Acetat, Butyrat 
Methanococc. vannielit Formiat 
Methanococc. mazet Acetat, Butyrat 
Methanosarc. methanica Acetat, Butyrat 
Methanosarc. barkerit H,, CO, CO,, Methanol, Acetat 


Alle Methanbakterien kénnen ausschlieBlich niedermolekulare Stoffe als Sub- 
strat verwerten, einige vermégen sogar gasformiges Kohlendioxyd mit Hilfe von 
Wasserstoff zu reduzieren, jedoch ist bis heute keine Art bekanntgeworden, die 
faihig ware, hdhermolekulare Stoffe, etwa Fette, Kohlenhydrate oder Aminosauren, 
direkt zu verarbeiten. 

Ein Abbau dieser Stoffe unter der Bildung von Methan erfordert also stets das 
Zusammenwirken mehrerer, physiologisch verschieden orientierter Bakterien- 


gruppen. 
Somit liegen auch der Ausfaulung des Abwasserschlammes die verschieden- 


artigsten, ineinander verwobenen Teilprozesse zugrunde, bei denen als wichtigste 
Intermediarprodukte niedere Fettsiuren, Alkohole und CO, auftreten miissen. 
Zahlreiche Beobachtungen in der Praxis sowie Laborversuche mit Schlamm haben 
diese Anschauung immer wieder bestitigt. [Vgl. dazu die Zusammenfassungen bei 
BusweE cu (1939); LirBMANN (1955) und RorpicEr (1956)]. 
B. Versuche iiber den Substanzabbau im Abwasserschlamm und seine 
Beziehung zum Phosphatgehalt des Schlammes 


1. Beschreibung der Versuchsmethodik 


In einer Versuchsapparatur entsprechend der Abb.1 wurde Schlamm 
im Thermostaten bei 30°C ausgefault, die dabei gebildete Gasmenge iiber 
angesduertem Wasser aufgefangen und gemessen. Der Schlamm stammte 
aus den unbeheizten Faulraéumen der Kliranlage von Bad Godesberg. 
Er wurde zu den Versuchen in unterschiedlichen Verhaltnissen mit 
frischem Absatzschlamm aus den Absatzbecken vermischt. 

Kin Versuch galt als abgeschlossen, wenn die Gasbildung ganz oder 
fast ganz zum Stillstand gekommen war. Bis zu diesem Zeitpunkt 
betrug die Versuchsdauer durchschnittlich 50, in einem Falle sogar 
117 Tage. Das ist bei einer Versuchstemperatur von 30°C eine auffallend 
lange Zeit, rechnet man doch im praktischen Betrieb der Klaranlagen bei 
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gleicher Temperatur mit einer Faulzeit von héchstens 3 Wochen. In 
dieser Zeit werden etwa 50°/, der organischen Substanzen abgebaut und 
danach kommt die Gasbildung zum Stillstand. Stmrpr (1936) fand, daB 
dem Schlamm zugesetztes Fett bereits nach 11 Tagen fast vollstandig 
abgebaut war. BLUNK (1936) gibt an, daB in den ersten 24 Std des Faul- 
vorganges */; der organischen Substanzen des Schlammes abgebaut 
sind, und Buswert (1939) kommt zu ahnlichen Ergebnissen. Eine 
Erklarung fiir die lange Dauer der in 
dieser Arbeit geschilderten Versuche 
kann nicht gegeben werden. 


In jedem Versuch wurden drei Par- ,, renmostatenber 
allelproben beobachtet. Eine davon 50° 
diente als Kontrolle, wahrend in den g, -+- 
beiden anderen der Gehalt an léslichem 
Phosphat durch Zugabe von Na,HPO, 
auf das vierfache bzw. auf das acht- 
fache der Kontrolle gesteigert wurde. 
Das entspricht bei den untersuchten 
Schlammproben Werten von durch- — Abb.1. 4 Versuchsgefé8 mit Schlamm; 
schnittlich 50—100 mg lésliches Phos- ” spel I hae ar ce 
phat auf 100g Schlamm. Diese Kon- 
zentrationen hatten sich in einigen Vorversuchen als die giinstigsten er- 
wiesen. Eine Steigerung des Phosphatgehaltes auf tiber 0,15°/, zeigte 
fast durchweg ungiinstige Auswirkungen. Es wurde dadurch in starkem 
MaBe eine Verpilzung des Schlammes hervorgerufen, wobei die Gas- 
bildung vollsténdig zum Stillstand kam. 

Bei Versuchsbeginn wurden die Schlammproben analysiert und dabei 
folgende Faktoren bestimmt: 


1. Trockengewicht nach Trocknung bei 110°C. 

2. Gliihriickstand. Die Differenz zwischen 1 und 2 wurde als organischer Anteil 
des Schlammes bezeichnet. 

3. Der Gehalt des Schlammes an léslichem Phosphat. Dazu wurden nach OHLE 
(1938) 25 ml abfiltriertes Schlammwasser mit 0,25 ml Molybdan-Schwefelsaure 
(1 Teil 10°/,ige Ammonmolybdatlésung + 3 Teile 50°/,ige Schwefelséure) und 
0,03 ml SnCl, — Lsg. (1g SnCl, - 2H,O + 10 ml 25°/,ige HCl + 40 ml Aqua 
dest. + etwas metallisches Zinn) versetzt und nach 10 min Wartezeit das entstan- 
dene Phosphormolybdanblau im Photometer Eppendorf bei 578 my bestimmt. Lag 
der Extinktionskoeffizient bei einer Schichtdicke von 20 mm iiber 1,5, so wurde die 
Messung mit verdiinntem Schlammwasser wiederholt. 

4. Der Gesamtstickstoff nach KJELDAHL. 

5. Der Ammoniakstickstoff durch direkte Destillation der Schlammprobe nach 
Alkalisierung mit MgO und anschlieBender Titration des Destillates. 

6. Der Gehalt des Schlammes an Neutralfetten‘durch eine zwélfstiindige Petrol- 
Atherextraktion der ungetrockneten und nicht angesaiuerten Schlammprobe im 
Soxhletapparat. Dabei wurden die als Seifen vorliegenden freien Fettsiuren nicht 


mit erfaBt. 
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7. Der Gehalt des Schlammes an fliichtigen Sauren (FRooK 1957). Dazu wurde 
die Schlammprobe mehrfach mit dest. Wasser ausgewaschen und die tiberstehende 
Lésung abdekantiert. Je 100 ml der vereinigten Lésungen wurden mit 100 mg 
Aluminiumsulfat versetzt und durch tropfenweise Zugabe von verdiinnter Natron- 
lauge so lange alkalisiert, bis Aluminiumhydroxyd ausfiel und die gelésten Kolloide 
mitri&. Es wurde durch ein Faltenfilter filtriert, das klare Filtrat mit 50 ml 84°/,iger 
Phosphorsaure angesduert, zur Fallung der Chloride mit 5 ml einer gesattigten 
Silbersulfatlosung versetzt und die so vorbehandelte Lésung einer Wasserdampf- 
destillation unterworfen. Das Destillat wurde mit Phenolphthalein als Indicator 
titriert. Die Ergebnisse wurden als Essigsiure berechnet. 


Zur Kontrolle des fortschreitenden Abbaues wurden in gewissen Zeitabstanden 
Proben aus den VersuchsgefaBen entnommen und auf die Veranderung der vor- 
stehend aufgefiihrten Faktoren gepriift. 


Dabei mufBten zu jeder Probeentnahme die Versuchsgefabe gedffnet werden. Es 
zeigte sich, daB im Anschluf daran, wahrscheinlich durch den dabei in die GefaBe 
gelangten Sauerstoff, die Gasbildung voriibergehend absank und erst allmahlich 
wieder den alten Wert erreichte. Dieses Absinken lie8 sich verhindern, wenn im 
Anschlu8 an eine Probeentnahme solange CO, durch die VersuchsgefaBe geleitet 
wurde, bis alle eingedrungene Luft durch CO, ersetzt war. Unter diesen Bedingungen 
lief die Gasproduktion ungestért weiter. 


Kine Analyse der gebildeten Gase war unter diesen Umstainden méglich, da die 
Volumina der Gasriume A, B und C (siehe Abb.1) der Versuchsapparatur bekannt 
waren und A nach jeder Probeentnahme um die entnommene Menge korrigiert 
wurde. Aus der Gesamtmenge des gebildeten Gases, wie sie an C abgelesen werden 
konnte, der Bestimmung der prozentualen Zusammensetzung des Gases durch eine 
Gasanalyse und dem bekannten Volumen des Gasraumes*lieB sich die Zusammen- 
setzung des neu gebildeten Gases bestimmen. 


Die Gasanalysen wurden mit einem Haldane-Apparat mit gleichmaBig geteilter 
MeBbiirette und angeschlossener Verbrennungspipette ausgefiihrt. Es wurde zuerst 
der CO,-Gehalt der jeweiligen Probe ermittelt, dann das Methan verbrannt und aus 
dem entstandenen CO, der Methangehalt berechnet. Die Differenz zwischen diesen 
beiden Bestimmungen und der Gesamtmenge der analysierten Probe ist in den 
Versuchsergebnissen als ,,Rest‘‘ aufgefiihrt. Diese geringe Gasmenge wurde nicht 
weiter analysiert, da ihr Anteil meist unter 2°/, betrug. Sie diirfte im wesentlichen aus 
Stickstoff und Argon bestehen. 


2. Versuche mit Faulschlamm-Frischschlammischungen 


In der Zeit vom 3. 9. 1957 bis 5. 8. 1958 wurden drei Versuchsserien 
durchgefiihrt. Ihre Ergebnisse sind in der Tab.2 zusammengestellt. 

Vergleicht man in Tab. 2 die in den Spalten ,,Versuchsende“ neben- 
einander stehenden Werte, so wird man keinen EinfluB der verschiedenen 
Phosphatkonzentrationen auf den insgesamt erzielten Substanzabbau 
feststellen kénnen. Die zusammengehérigen Werte eines Versuches 
machen viel eher den Eindruck zufilliger Schwankungen um einen 
gemeinsam erreichten Endpunkt. 


Kin ganz anderes Bild aber ergibt sich, wenn man nicht den tatsachlich 
erzielten Gesamtabbau, sondern die Anderung des zeitlichen Verlaufes der 
Abbauvorgiinge waihrend der Faulzeit unter der Einwirkung erhéhten 
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Phosphatgehaltes betrachtet. Dieser zeitliche Verlauf ist fiir die Bildung 
von Ammoniakstickstoff und fiir den Fettabbau in den Abb. 2 und 3 dar- 
gestellt. 
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Zunahme des Ammoniakstickstoffs in Prozenten der Gesamtzunahme. ws vierfacher Phosphatgehalt; 
a achtfacher Phosphatgehalt; e Kontrolle 
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Abb.2¢e, Zunahme des Ammoniakstickstoffs in Prozenten der Gesamtzunahme in Versuch Nr, 3. 
a achtfacher Phosphatgehalt; e Kontrolle 


In den Kurven sind die Werte fiir die Zu- oder Abnahme in Prozenten 
der insgesamt erzielten Anderung eingetragen, so daB die Kurven nur 
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den Verlauf der betrachteten Vorgange wiedergeben, nicht aber absolute 
Werte. Dadurch ist die Darstellung unabhingig von Unterschieden in 
der Zusammensetzung des Ausgangsmaterials sowie von Schwankungen 
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Abb.3c. Beschleunigung des Fettabbaues durch Steigerung der Phosphatkonzentration in Prozenten 
des Gesamtabbaues. m vierfacher Phosphatgehalt; a achtfacher Phosphatgehalt; ¢ Kontrolle 


der Endwerte. Es lassen sich auf diese Weise die verschiedenen Versuche 
in ihrem zeitlichen Ablauf miteinander vergleichen. 


Wie die Abb.2a, 2b, 2c zeigen, liegen die Werte fiir den Ammoniak- 
stickstoff wahrend der ganzen Versuchszeit in allen drei Versuchen so 
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eng beieinander, da ein Unterschied nicht erkennbar wird. Nimmt man 
die Ammoniakbildung als einen MaBstab fiir die fortschreitende EiweiB- 
zersetzung an, so kann man feststellen, daB bei dem untersuchten 
Material eine Steigerung des Phosphatgehaltes keinen EinfluB auf den 
EiweiBabbau hat. 


Anders liegen die Ergebnisse beim Abbau der im Schlamm enthaltenen 
Neutralfette (vgl. Abb.3a—c). Hier ist in den Versuchen eine deut- 
liche Beschleunigung des Abbaues mit steigender Phosphatkonzentration 
zu verzeichnen, ohne da dadurch aber, wie ein Vergleich der Endwerte 
der Tab.2 zeigt, der insgesamt erzielte Fettabbau zugenommen hatte. 

Das Phosphat hat in diesen Versuchen lediglich eine Beschleunigung 
des Fettabbaues ohne Steigerung des Gesamtumsatzes bewirkt. Diese 
Einwirkung kommt nur dem léslichen Phosphatanteil zu, denn Versuche 
mit unléslichem Ca,(PO,), zeigten keinen Einflu8 auf den Fettabbau. 
Dieses Ergebnis war durchaus zu erwarten, da die Gesamtphosphat- 
konzentration des Schlammes durchschnittlich 0,15 g/100 g Schlamm 
betrug, wahrend der Gehalt an léslichem Phosphat bei 0,01 g/100 g 
Schlamm lag. Eine Begrenzung irgendwelcher Abbauvorgange durch die 
Phosphatkonzentration konnte also nur durch einen Mangel an lé6slichem 
Phosphat bedingt sein. 


Da mit Sicherheit anzunehmen war, da’ der Fettabbau durch eine 
lipolytische Spaltung der Neutralfette in Fettsduren und Glycerin ein- 
geleitet wird und da im weiteren Verlauf des Abbaues diese beiden 
Spaltprodukte weiterverarbeitet werden, sollte sich der intensivierte 
Fettabbau auch im Gehalt des Schlammes an fliichtigen Saéuren aus- 
driicken. Diese Annahme lag um so naher, als trotz des beschleunigten 
Fettabbaues die Phosphatproben keine Steigerung der Gasproduktion 
gegeniiber den entsprechenden Kontrollen aufwiesen. Es muBten sich 
also die Zwischenprodukte aus der Fettspaltung vor ihrem weiteren Abbau 
voriibergehend im Schlamm anhaufen. 

Im Versuch Nr. 3 konnte unter der Einwirkung des erhéhten Phosphat- 
gehaltes tatsachlich ein Ansteigen der fliichtigen Sauren auf das Doppelte 
der Kontrolle beobachtet werden. 


Vergleicht man den in Abb.4 fiir den Versuch Nr. 3 dargestellten 
Verlauf der Bildung fliichtiger Saéuren mit dem des Fettabbaues in 
Abb.3c, so findet man eine vollkommene zeitliche Ubereinstimmung 
beider Vorgange. In der Zeit des stirksten Fettabbaues bis etwa zum 
50. Versuchstag findet eine laufende Zunahme des Gehaltes an fliichtigen 
Sauren statt, der um den 45. Tag sein Maximum erreicht. Danach nimmt 
der Saéuregehalt des Schlammes langsam wieder ab. Diese Ubereinstim- 
mung liBt den SchluB gerechtfertigt erscheinen, daB die Steigerung des 
Sduregehaltes in diesem Falle auf den Fettabbau zuriickgeht. 
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Nach Busweti (1939) und RoEpicER (1956) konnen fiir alle der 
Methanfaulung unterworfenen  Stoffe Vergasungszahlen aufgestellt 
werden, die angeben, welche Gasmenge bei der Vergasung von 1 g des 
betreffenden Stoffes gebildet und welche Zusammensetzung das Gas 
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Abb.4. Bildung fliichtiger Sauren in Versuch Nr.3 in mg/1000g Schlamm, berechnet als Essigsiiure. 
4 achtfacher Phosphatgehalt; e Kontrolle 


haben wird. Diese Zahlen betragen nach einer Aufstellung von RoEDIGER 
(1956) durchschnittlich fiir 1 g abgebaute 
Kohlenhydrate 790 ml Gas, 50°/, Methan und 50°/, CO, 
Fette 1250 ml Gas, 68°/, Methan und 32°/, CO, 
Eiweibe 704 ml Gas, 71°/) Methan und 29°/, CO,. 


Daraus geht hervor, daB die Fette das meiste Gas mit einem relativ 
hohen Methangehalt liefern. Diese Werte konnten durch praktische 
Erfahrungen oft bestatigt werden (Sterp 1936; STECHER-RUPPRECHT 
1941). | 

Unterliegen also bei den Versuchen die Fette einem besonders raschen, 
auf eine kurze Zeitspanne des Gesamtabbaues zusammengedrangten 
Abbau, so muBte erwartet werden, da sich dieser auch in der Zusammen- 
setzung des gebildeten Gases widerspiegelte, um so mehr, als die Phosphat- 
gugabe auf den EiweiBabbau ohne sichtbare Auswirkungen blieb und 
damit eine Verinderung der Gaszusammensetzung von dieser Seite aus- 
geschlossen werden konnte. Es sollte also der Methananteil des Gases bei 
Phosphatzugabe in der Periode des starksten Fettabbaues gegeniiber der 
Kontrolle voriibergehend gesteigert werden. 

Uberraschenderweise trifft diese Erwartung durchaus nicht zu, 
sondern wie die Tab.3 und 4 zeigen, geht der Methananteil bei steigender 
Phosphatkonzentration sogar zuriick. 

Diese Erscheinung war ebenso auffallig wie unerklarlich, so daB es 
von Interesse schien, nach Griinden fiir dieses unerwartete Verhalten zu 
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suchen. Nach den in der Einleitung erwahnten Arbeiten und ihren Ergeb- 
nissen ist mit Sicherheit anzunehmen, daB der Abbau des Fettes zu 


Tabelle 3. Zusammensetzung des in Versuch Nr. 2 gebildeten Gases 


Kontrolle 
ee 5. 15 22 33 | 40. 46 | 57 71 
CH, | 54 | 62 63 63,5 | 62 62 | 61 | 62,5 
0/, CO, 44 36,5 | 36 36. | 38 | 37,5 | 39 37,5 
0/, Rest 2 1,5 1 0,5 — | 06 pa ss a 
Phosphatprobe B 
/,CH, | 59 | 59,5 | 60 59 58,5 | 58,5 | 59 59 
0/, CO, 41 40 40 40,5 | 41,5 | 41,5 | 39 40 
0/, Rest = 0,5 ey 0,5 Se 2 1 
Phosphatprobe C 
0,CH, | 55 | 57 56,5 | 57 54 |B 57 58,5 
/,CO, | 44 | 40,5 | 43 ok Ais ae aaa Bl ao 
0/, Rest 1 2,5 0,5 pie ys Pe ae ane: 


Methan und Kohlendioxyd kein direkter Vorgang ist, sondern iiber zahl- 
reiche Zwischenstufen und unter Mitwirkung der verschiedensten Mikro- 
organismen abliuft, wobei das Methan erst aus irgendeinem der dabei 


Tabelle 4. Zusammensetzung des in Versuch entstehenden Intermediar- 


Nr. 3 gebildeten Gases produkte gebildet wird. 
unlenin Unter der Einwirkung des 
— Phosphates nun kénnte, be- 
Versuchstag| 28. 43. 53. 63. 74. 105. 


eens taicaleeerenperenteninnr—eleceeniiecterines ps Q0Ob CU COR: Cle: SmaGnl alate 
o/ CH, 57 |61 | 63 | 62,5} 61 | 59 oder Umsteuerung eines 
0), CO, 42 137 | 37 37,5| 37 38,5  Teilprozesses, ein anderes 
— Zwischenprodukt entstehen, 


°/ Rest. GORE ie DHT pe 

/ Se! tif 2 | 25 bei dessen Weiterverarbeitung 
Phosphatprobe C durch die methanbildenden 

0), CH, 59 |56,5| 46/575) 57] — Organismen des Schlammes 


einGas mit geringerem Methan- 

gehalt gebildet wiirde. 

o/, Rest 1) 1,6) — | 2,5) 1) — Kine andere Moéglichkeit, 
daf namlich das gebildete 

Methan von methanverarbeitenden Organismen, z.B. Pseudomonas 

methanica, zu CO, oxydiert wird, kann mit ziemlicher Sicherheit aus- 


0/, CO, 40 |42 | 44/40 | 42] — 
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geschlossen werden, da diese Organismen nicht in einem absolut sauerstoff- 
freien Medium zu leben vermégen (DWoRKIN u. FosTER 1956; OHLE 1958). 

Damit war die Aufgabenstellung der nachsten Versuche gegeben. Sie 
sollten Aufschliisse dariiber erméglichen, wie das Fett abgebaut wird und 
welchen Einflu8 das Phosphat auf diesen Vorgang ausiibt. 


3. Spezielle Versuche iiber den Fettabbau 


Um den Fettabbau méglichst unbeeinfluBt von allen anderen Abbau- 
vorgangen verfolgen zu kénnen, wurden folgende Versuche angesetzt. 


Faulschlamm wurde im Thermostaten iiber einen langeren Zeitraum gehalten, bis 
die Gasbildung aufgehért hatte. Um alle léslichen Stoffwechselprodukte, besonders 
die Seifen der niederen Fettséuren, zu entfernen, wurde der ausgefaulte Schlamm 
zweimal mit folgender Lésung gewaschen: Ammonchlorid 1 g; Magnesiumchlorid 
0.1 g; Na,HPO, 0,1 g: gelést in 1 1 ausgekochtem und damit sauerstofffreiem Wasser. 
Dazu kamen 30 ml einer Liésung aus: Na,S - 9 H,O 1 g; Na,CO, 5 g; geldst in 100 ml 
Wasser (BARKER 1936). 

Diese Lésung sollte wahrend des Waschvorganges eine Schadigung der Bakterien- 
zellen durch Sauerstoff oder osmotische Einfliisse der Waschflissigkeit soweit als 
moglich ausschalten. 

Der Schlamm wurde mit der auf 30°C erwarmten Waschflissigkeit vermischt, 
im Verlauf 1 Std mehrmals umgeriihrt, schlieBlich die tiberstehende Lésung 
abgegossen und der Vorgang wiederholt. Wahrend der ganzen Zeit befand sich der 
Schlamm im Thermostaten bei30°C, danach LIEBMANN (1952) schon eineTemperatur- 
senkung von 2°C auf die Methanbakterien schadlich wirken kann. 

Nun wurde Butter in Petrolather gelost und mit verdiinnter Sodalésung mehr- 
mals ausgeschiittelt. Dadurch wurden freie Fettsauren sowie Eiweifstoffe entfernt. 
Dann wurde das Losungsmittel abgedampft und der Riickstand im Trockenschrank 
bei 105°C getrocknet. Aus dem so gereinigten Fett wurde durch Vermischung mit 
Gummi arabicum (StERP 1939) eine méglichst homogene Emulsion hergestellt und 
diese dem ausgewaschenen Schlamm zugefiigt. 100 g Schlamm erhielten so zusatz- 
lich 2,5 g Fett und 1 g Gummi arabicum. Vier Parallelproben wurden angesetzt: 

1. Kontrolle: Schlamm mit 0,01°/, PO,’ + Gummi arabicum, 

2. Versuch: Schlamm mit 0,01°/, PO,’” + Gummiarabicum + 2,5 g Fett/100 g 
Schlamm, 

3. Kontrolle: Schlamm mit 0,08°/, PO,” -+- Gummi arabicum, 

4. Versuch: Schlamm mit 0,08°/, PO,’ + Gummi arabicum + 2,5 g Fett/100 g 
Schlamm. 

Bei der Auswertung wurden jeweils die Kontrollwerte von den Versuchswerten 
abgezogen und nur die Differenzen als maBgebliche Werte betrachtet. 

Wahrend des Versuches wurden die Gasbildung, die Gaszusammensetzung, der 
Fettabbau, der Gehalt an fliichtigen Sauren sowie deren Zusammensetzung bestimmt. 
Dazu wurde der Schlamm einer Wasserdampfdestillation unterworfen, das Destillat 
mit Natronlauge alkalisiert und im Vakuum eingedampft. Aus dem Riickstand 
wurden nach InovE u. Nopa (1951) die Hydroxamate der Fettsiuren hergestellt 
und diese papierchromatographisch getrennt. 

Im Gegensatz zu MicHEEL u. ScHwEppE (1954) bewahrte sich acetyliertes 
Papier dabei nicht. Die besten Ergebnisse wurden erzielt bei absteigender Arbeits- 
weise mit Papieren der Firma Macherey und Nagel (MN 212 WAA und MN 214 
WAA) und Benzol-Ameisenséure-Wasser (1:1:1) oder Amylalkohol-Essigsaure- 
Wasser (4:1:5). Die Flecken wurden durch Bespriihen mit alkoholischer Hisen-3- 


ml Gas 
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Chloridlésung sichtbar gemacht, ausgeschnitten und mit 50°/,igem Alkohol eluiert. 
Das Eluat tropfte dabei in 10 ml-MeBkélbchen, die 0,5 ml einer Lésung aus 2 g 
FeCl, : 6 H,O in 95 ml 96°/,igem Alkohol + 5 ml 25°/,iger Salzsdure enthielten. 
Nach beendeter Elution wurden die Kélbchen mit 50°/,igem Alkohol aufgefiillt und 
bei 546 mu im Photometer Eppendorf die Extinktion des roten Farbstoffes bestimmt. 

Es erwies sich dabei als unbedingt notwendig, 


2500 die Alkoholkonzentration konstant zu halten, 
da sich mit ihrer Anderung auch die Extink- 
tionswerte anderten. Der Fehler bei diesem 
Verfahren lag meist unter +1,5°/). 

ce Im folgenden seien die Ergebnisse 
der beschriebenen Versuche dargestellt. 

71500 ' Tabelle 5. Zusammensetzung des Gases im 

Versuch iiber den Fettabbau 
Kontrolle 

Nas | Versuehstag| 10. | 20. | 30. | 40. | 50. | 60. 
9/, CH, 7| 53] 63 | 62] 63| 64 
0/, CO, 63 | 46 | 34| 38] 35] 34 

500 o/, Rest SR ee Uy tale | = 
Phosphatprobe 

Z— 0/, CH, 52 | 53 52 | 52 | 49 | 51 

0 70 20 30 40 50 60 == 

Versuchstage 0/,CO, | 44 | a7 | 47| 48 | 49 | 47 

Abb. 5. Gasbildung in m1/100 g Schlamm. 

a Phosphatprobe; b Kontrolle "lo Rest 4 | 9 1 ia 2 2 


Es zeigt sich, daB durch die gesteigerte Phosphatkonzentration eine 
Beschleunigung der Gasbildung zu verzeichnen ist. Abb.5 gibt die 
Verhaltnisse wieder. Vergleicht man die beiden Kurven miteinander, so 
findet man, da die Gasbildung der Phosphatprobe durchschnittlich das 
Doppelte der Kontrolle betragt. Allerdings scheinen zum Ende des 
Versuches beide Kurven einem gemeinsamen Endpunkt zuzustreben. 
Die Gesamtgasmenge ist also in beiden Proben gleich und wird durch das 
Phosphat nicht beeinfluBt. Nur die Zeit, in welcher die entsprechende 
Gasmenge gebildet wird, erscheint durch die Phosphatzugabe verkiirzt. 
Hier besteht ein Unterschied gegeniiber den drei ersten Versuchen, in 
welchen die Phosphatkonzentration keinen EinfluB auf die Geschwindig- 
keit der Gasbildung zeigte. Eine Erklarung fiir diesen Unterschied kann 
nicht gegeben werden. 


In der Veranderung der Gaszusammensetzung entsprechen sich die 


Versuche. Wie Tab.5 zeigt, geht der Methangehalt unter der Einwirkung 
des Phosphates von durchschnittlich 62°/, auf etwa 52°/, zuriick. Es 
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scheint dabei so, als ob nicht nur die Methanmenge bei erhohter Phosphat- 
konzentration sinkt, sondern auch ein gewisses Gleichgewicht zwischen 
dem Fettabbau und der Gasbildung friiher erreicht wird. Bei der Kon- 
trolle ist bis zum 30. Tag ein langsamer Anstieg des Methangehaltes von 
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37°/, auf 63°/, zu beobachten, der dann bis zum Ende des Versuches 
konstant bleibt, wahrend im Gegensatz dazu die Phosphatprobe schon vom 
10. Tag an gleichmaf8ig bis zum Versuchsende etwa 52°/) Methan bildet. 

In Ubereinstimmung mit dem Versuch Nr.3 aus dem vorhergehenden 
Kapitel zeigt sich auch in diesem Versuch in der Phosphatprobe eine 
deutliche Beschleunigung des Fettabbaues sowie ein starker Anstieg der 
fliichtigen Saéuren (Abb.6 und 7), deren Konzentration hier den drei- 
fachen Wert der Kontrolle erreicht. 

Auffallend ist der auBerordentlich hohe Anteil der Essigsdure an der 
Gesamtmenge der unter PhosphateinfluB gebildeten fliichtigen Sauren. 
Betragt ihr Anteil in der Kontrolle maximal 25°/, (Abb.8), so steigt er 
in der Phosphatprobe in den ersten 15 Versuchstagen auf 56°/, an. Diese 
Saurebildung steht in einem engen Zusammenhang mit dem Fettabbau, 
der im gleichen Zeitabschnitt bereits iiber 70°/, des Gesamtabbaues 
ausmacht (Abb.6). 

Der starken Anhaufung der fliichtigen Sauren folgt in den nachsten 
20 Versuchstagen ein steiler Anstieg der Gasbildung, wobei offenbar die 
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Essigsiure bevorzugt abgebaut wird. Ihr Anteil an der Gesamtsdure- 
menge sinkt von 56°/, auf 23°/, ab und erreicht damit den Wert der 
Kontrolle (Abb.8). Anders ist das Verhaltnis, wenn man die fliichtigen 
Sauren insgesamt betrachtet (Abb.7). Ein starker Riickgang ist auch 
hier zu verzeichnen, jedoch betragt die Gesamtsiurekonzentration der 
Phosphatprobe am Versuchsende noch immer 
das Doppelte der Kontrolle. 


Propion-, Butter- und Valeriansaure traten 
fast immer in den gleichen Mengenverhaltnis- 
sen sowohl in der Kontrolle als auch in der 
Phosphatprobe auf. Capronsaure fand sich 
regelmaBig in geringfiigigen Mengen. Sie 
blieb weit hinter den erstgenannten zuriick. 
Das Vorkommen dieser Sauren stand offen- 
bar in keinem Zusammenhang mit der 
Phosphatkonzentration, daher wurden sie hier 
nicht weiter beriicksichtigt. 


Diese Ergebnisse legen mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit die Deutung nahe, daB unter 
der Einwirkung erhéhter Phosphatkonzen- 


ef ve dchstaged 6? trationen das Fett von einer oder mehreren 


Bakteriengruppen weitgehend bis zur Essig- 
der Gesamtmenge der fliichtigen Saure abgebaut wird, und daf aus dieser 


Abb.8. Anteil der Essigsiiure an 


Sauren. 


; erst von den Methanbakterien Methan und 
4 Phosphatprobe; e¢ Kontrolle 


Kohlendioxyd gebildet werden. 
BuSWELL (1939) hat eine Einheitsformel entwickelt, nach welcher sich 
fiir eine beliebige Verbindung die Summenformel fiir einen Abbau zu 
Methan und CO, theoretisch berechnen laBt : 


a b n a b n a b 


Die Giiltigkeit dieser Formel bis zu 1°/, Genauigkeit konnte von ihm 
und nachfolgenden Untersuchern (vgl. RompiamR 1956) experimentell 
bewiesen werden. 


Daraus berechnet sich fiir den Abbau der Essigsiure ein Verhaltnis 
von Methan zu CO, wie 1 zu 1. Es sollten also die gleichen Mengen Methan 
und Kohlendioxyd entstehen. Vergleicht man die in der Tab.5 angege- 
benen Werte fiir die Gaszusammensetzung, so findet man dieses Verhialtnis 
fiir die Phosphatprobe mit einer erstaunlichen Genauigkeit erreicht, so 
daB also auch die Zusammensetzung des Gases fiir eine verstiirkte 
Kssigséurebildung spricht. Essigsaure sollte also unter diesen Bedingun- 
gen das Hauptsubstrat der Methanbakterien sein. 
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War diese Annahme richtig, so mu8ten sich bei dem Abbau der reinen 
Fettsiuren charakteristische Unterschiede zeigen. Die folgenden Ver- 
suche sollten diese Frage klaren. 


4. Versuche iiber den Abbau reiner Fettsduren 


Je 100g ausgewaschener Schlamm wurden mit 0,01 mol einer der 
folgenden Fettsduren vermischt: Essig-, Propion-, Butter-, Valerian- und 
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Abb.9a. Gasbildung aus Essigsiure Abb.9b. Gasbildung aus Buttersiure 
in ml/mol. a 0,08°/, Phosphat; in ml/mol. a 0,08°/, Phosphat; 
b 0,01°/, Phosphat 6b 0,01°/, Phosphat 


| 


a 10 20 30 40 0 i) ED Ge EDL GO aL 
Versuchstage Versuchstage 
Abb.9c. Gasbildung aus Valeriansaéure in Abb.9d. Gasbildung aus Capronsiure in 
ml/mol. a 0,08°/) Phosphat; 6 0,01°/, mnl/mol Siure. a 0,08°/) Phosphat; 6 0,01°/> 
Phosphat Phosphat 


Capronsaure. Das sind diejenigen der fliichtigen Sauren, die im vorher- 
gehenden Versuch als freie Saéuren chromatographisch nachgewiesen 


werden konnten. 

Die Sauren wurden dem Schlamm als freie Sauren zugesetzt und anschlieBend 
durch Zugabe von verdiinnter Natronlauge auf px 7,5 eingestellt. Zwei Parallel- 
proben je Saure wurden angesetzt, die eine mit einem Gehalt von 10, die andere 
mit einem von 80 mg Phosphat auf 100 g Schlamm. Fortlaufend wurde die Gesamt- 
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gasbildung als Mafstab des fortschreitenden Abbaues gemessen sowie zweimal 
wahrend der Versuchszeit die Zusammensetzung des gebildeten Gases bestimmt. 
Dazu wurden wahrend der Phase der starksten Gasbildung zweimal iiber einen 
Zeitraum von jedesmal 10 Tagen Durchschnittsproben gesammelt und analysiert. 


Die Abb.9a—d zeigen die Ergebnisse der Versuche. 

Als erstes Ergebnis der Versuche fiel auf, da die Propionsdure nicht 
zersetzt wurde. Die betreffenden Proben zeigten nach 30 Tagen keine 
Gasbildung. Diese trat aber sofort und in voller Starke ein, als diesen 
Proben Essigsaure zugefiigt wurde, ein Zeichen dafiir, daB die Bakterien- 
flora nicht etwa geschadigt, sondern nur zur Verwertung der Propion- 
saure unfahig war. 

Auf den Abbau der Essigsdure ist der gesteigerte Phosphatgehalt 
sichtlich-ohne EinfluB geblieben (Abb.9a). Beide Kurven liegen so eng 
beieinander, daB ein Unterschied nicht zu erkennen ist. Die Gasbildung 
beginnt mit dem ersten Versuchstag und verlauft gleichmaBig bis zum 
Versuchsende. 

Im Gegensatz dazu ist bei der Butter- und der Valeriansaéure sowie bei 
der Capronsaure eine deutlich ausgepragte Anlaufszeit zu beobachten, 
die bei der langerkettigen Capronsaure starker in Erscheinung tritt als 
bei den beiden anderen Sauren. Auch die durch die Phosphatzugabe ein- 
getretene Beschleunigung der Gasbildung zeigt sich deutlicher bei der 
Capronsaure. 


Die Zusammensetzung der Gase geht aus Tab.6 hervor. 


Tabelle 6. Gasbildung aus verschiedenen Fettsduren 


1. Analyse 2. Analyse Berechnet 


CH, | CO, Rest CH, / CO, | Rest | CH, } CO, 
"Io 
Kontrolle 49 |50 | 1 [51 | 49/ — [50 |50 
Essigsaiure |———___————___ -|———| > — : 
Phosphatprobe | 48,5/| 51,5| — | 50 48} 2 |50 |50 
Kontrolle {50 |38 |12 ]62 | 36/2 {6 
Buttersiure Sa a ee a bi = cane t ow se 2 a eer baa 
Phosphatprobe 52 | 47,5| 0,5].51 49 =" |!62;Dillauso 
: Kontrolle 58,5| 40,5} 1 : 58 44° ed 65 | 35 
Valeriansaiure — += —— |—___ | __ _— =| : 
Phosphatprobe |54 | 44 2 |56 SA B=! CDS 
Kont ils 2-4, 63 /36 1 «(|62,5| : 
Gaprousstite so rolle ; 63 ; 36 1 62,5} 36 | 1,5 | 66,6| 33,3 
Phosphatprobe |49 | 51 — |51 48 | 1 66,6 | 33,3 


Fiir die Essigséure la8t sich auch hierbei kein PhosphateinfluB erkennen, 
Die Werte fiir die Phosphatprobe und fiir die Kontrolle stimmen mit- 
einander und mit den theoretisch errechneten Werten iiberein. 
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Anders ist es bei den iibrigen Saduren. Bildet die Kontrolle bei der 
Butter- und Capronsiure annahernd das erwartete Methan-Kohlendioxyd- 
Verhaltnis, so geht der Methananteil in beiden Fallen bei den Phosphat- 
proben deutlich zuriick und erreicht mit etwa 50°/, den fiir die Essigsiiure 
typischen Wert. 


Die in Tab.6 in der ersten Analyse fiir die Buttersiure aufgefiihrten 
Werte von 50°/, CH,, 38°/, CO, und 12°/, Rest gehen sicherlich auf einen 
Analysenfehler zuriick und kénnen in diesem Zusammenhange nicht 
gewertet werden. 


Bei der Valeriansaure bleibt schon die Kontrolle mit 58°/, hinter dem 
erwarteten Methananteil von 65°/, zuriick, dafiir aber ist der Riickgang 
bei erhohter Phosphatkonzentration bei weitem nicht so ausgepragt wie 
im Falle der Butter- und Capronsaure. Damit nimmt die Valeriansadure 
eine gewisse Sonderstellung ein, die nicht ohne weiteres erklart werden 
kann. 

Nach diesen Versuchen scheint es so, als kénnten die in dem unter- 
suchten Schlamm vorhandenen Methanbakterien von den niederen Fett- 
sduren allein die Essigsdure direkt verwerten, wahrend es zur Verarbei- 
tung der anderen Sauren einer deutlichen Anpassungszeit bedarf. Diese 
kann erklart werden mit der Notwendigkeit, die Sauren zu Verbindungen 
abzubauen, die von den Methanbakterien anschlieBend weiterverarbeitet 
werden kénnen. Die starke Anhaufung der Essigsdure in dem vorher- 
gehenden Versuch legt die Vermutung nahe, daB dieses Zwischenprodukt 
unter dem Einflu8 des Phosphates ganz oder zum groBten Teil das 
Acetat sein kénnte. Dafiir spricht auch die Zusammensetzung des 
Gases mit einem durchschnittlichen Methan-Kohlendioxyd-Verhaltnis 
von 1:1, wie es beim Abbau der Essigsaure zu erwarten ist, sowie der 
sofortige Abbau der Essigsaure ohne jede Anpassungszeit in dem letzten 
Versuch. Das Phosphat miiBte demnach diese Essigsdurebildung unter 
Unterdriickung oder Umschaltung anderer Reaktionen fordern, keinen 
EinfluB aber auf den weiteren Abbau dieser Essigsaure haben, wie es aus 
den beiden eng beieinanderliegenden Kurven der Abb.9a hervorgeht. 


Nimmt man an, da der Fettabbau durch die verschiedenen Mikro- 
organismen des Schlammes iiber eine 6-Oxydation unter Abspaltung von 
jeweils einem Molekiil Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) von der Kohlen- 
stoffkette der Fettsduren erfolgt, so ware auf diese Weise die Rolle der 
Essigsaure erklarlich!. Aus dem Acetyl-CoA kénnte durch Reaktion mit 
anorganischem Phosphat und ADP (Adenosindiphosphorsaure) Essigsdure 
entstehen und freiwerden (STADTMAN u. BARKER 1950). Diese Kssigsaure 
stiinde dann den Methanbakterien als Substrat zur Verfiigung. 


1 Das Schema auf S. 116 gibt einen Uberblick iiber die Reaktionen des Fett- 
abbaues, wie sie heute fiir zahlreiche Organismen nachgewiesen sind. 
8* 
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Bei einer solehen Annahme lieBe sich auch eine Erklarung fiir das 
abweichende Verhalten der Propion- und Valeriansaure finden. Vielleicht 
konnen sie als Sauren mit einer ungeradzahligen Kohlenstoffkette dem 
Abbauschema nicht ohne weiteres folgen und werden deshalb von dem 
Abbau ausgenommen (Propionséure) oder gehen einen etwas anderen 
Weg (Valeriansaure). 


Wenn diese Annahme iiber den Fettabbau und die Entstehung der 
Essigsdure richtig ist, dann miiBte eine Gabe von ADP zusatzlich zu dem 
Phosphat dessen Wirkung zu steigern vermégen, indem dadurch die von 
den Gln.2 und 2a des Schemas auf Seite 42 beschriebenen Vorgange 
beschleunigt wiirden. Diese Méglichkeit war in den nachsten Versuchen 
zu priifen. 


5. Versuche tiber den Fettséureabbau unter der Hinwirkung von 
AMP, ADP oder ATP 


Je 100g mehrfach gewaschener Schlamm wurden mit 0,01 mol Caprylsaiure 
vermischt und der Phosphatgehalt durch Zugabe von Na,HPO, in der einen Hafte 
der VersuchsgefaiBe auf 100 mg, in der anderen auf 10 mg je 100g Schlamm ge- 
bracht. Durch Zugabe von verdiinnter Natronlauge wurde einheitlich ein pq von 
7,5 eingestellt. 

Es wurden jeweils eine 10 und eine 100 mg Phosphatprobe zu einem Versuchs- 
paar zusammengefafit. Hines dieser Paare diente als Kontrolle und drei weitere zu 
den Versuchen. Die beiden Gefafe des ersten Paares erhielten eine Zugabe von 
15mg AMP? auf 100g Schlamm, die des zweiten von 15mg ADP?! und die des 
dritten eine von 15 mg ATP!. Die Proben kamen bei 30°C in den Thermostaten, 
und die Gasbildung wurde laufend kontrolliert. Wie in Kapitel B 4 beschrieben, 
wurde einmal wahrend der stirksten Gasentwicklung die Gaszusammensetzung an 
Hand einer Durchschnittsprobe bestimmt. 


In Abb.10 sind die Versuchsergebnisse dargestellt. Es laBt sich bei 
der Kontrolle eine Beschleunigung der Gasbildung durch den erhéhten 
Phosphatgehalt feststellen. Die gleiche Erscheinung, nur etwas schwacher 
ausgebildet, weist die Probe mit AMP auf, wobei eine besondere Ein- 
wirkung der AMP-Zugabe nicht bemerkbar ist. Beide Proben zeigen bis 


etwa zum 30. Tag eine relativ gleichbleibende Gasentwicklung, die 
danach laufend abfiel. 


Ganz anders reagierte die Probe mit einem Zusatz von ADP. Gleicht 
die Kurve fiir die Probe mit einem Phosphatgehalt von 0,01°/, durchaus 
noch der Kontrolle, so wird die Wirkung der Phosphatsteigerung durch 
das ADP erheblich verstirkt. Es werden in den ersten 10 Tagen bereits 
850 ml Gas gebildet. Das bedeutet gegeniiber der Kontrolle eine Steige- 
rung von etwa 75°/,. 


* AMP = Adenosinmonophosphat, (5’ AMP Na,); ADP = Adenosindiphosphat, 
(5’ ADP Na,: H,O); ATP = Adenosin-5-Triphosphorsaure, reinst, krist. (ATP Na,H, 
4 H,0); Praparate der Fa. C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim 
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Kinen Einflu8 in gleicher Gré8enordnung zeigte die Zugabe von ATP. 
Dabei ist die Wirkung des ATP ganz offensichtlich von der Phosphat- 
konzentration unabhangig, denn sowohl bei 0,1°/, wie auch bei 0,01°/, 
Phosphatgehalt findet ein betrichtlicher Anstieg der Kurven gegentiber 
der Kontrolle statt. Der Anstieg der Probe mit 0,01°/, Phosphat bleibt 
dabei nur wenig hinter dem der Probe mit 0,1°/, zuriick. 


Sa ee, 
OQ 10 20 30 40 500 10 20 30 40 500 10 20 80 40 500 10 20 30 40 50 
Versuchstage 


Aontrosle AMP ADP ATP 


Abb.10. Gasbildung unter dem Einflu8 von AMP, ADP und ATP. Die Ordinate gibt die Gasmenge 
in m1/100 g Schlamm an, die in der auf der Abszisse angegebenen Zeitspanne gebildet worden 
ist. e 0,01°/, Phosphatgehalt der Probe; a 0,1°/, Phosphatgehalt der Probe 


Tabelle 7. Verdnderung der Gaszusammensetzung unter der Einwirkung von AMP, 
ADP, ATP und Phosphat 


AMP ADP ATP Kontrolle 
9° PO,") oi | or |’ 0,4) or) ot | * 6,01] 01 | 0,01 
7,CH, | 53 | 65 | 44 | 67 p21 gt | BF 67 
0,00, | 44 | 32 54 | 83 Pe ee OP 
Ret | 3 | 3 2 | - oT ae, 2 2 


Betrachtet man die in Tab.7 zusammengestellten Ergebnisse der Gas- 
analysen, so zeigt sich auch dort ein charakteristischer Unterschied. Bei 
einem Abbau der Caprylsdure war nach der Formel von BuswELt (1939) 
ein Verhaltnis CH,:CO, wie 68,75:31,25 zu erwarten. Dieses Verhaltnis 
wird von der Kontrolle mit 0,01°/, Phosphatgehalt fast genau erreicht, 
geht aber unter dem EHinfluB des gesteigerten Phosphatgehaltes auf 
57:41 zuriick. Auch die Proben mit AMP und ADP erreichen bei niedriger 
Phosphatkonzentration ziemlich genau die theoretischen Werte, doch 
sinken die Methananteile bei steigendem Phosphatgehalt merklich ab. 
Besonders auffallig ist dieses Absinken bei den beiden Proben mit ATP 
sowie der Probe mit ADP und einer Phosphatkonzentration von 0,1°/o. 
In diesen drei Proben erreicht das Verhaltnis CH,:CO, Werte von nahezu 
1:1. Damit ist eine ganz auffallige Gegenlaufigkeit zwischen der 
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Beschleunigung der Gasbildung und dem Riickgang des Methangehaltes 
des gebildeten Gases deutlich geworden. Der weiteste Riickgang zeigt 
sich dort, wo die Gasbildung am starksten beschleunigt worden ist. 


C. Diskussion der Versuchsergebnisse 
Wie lassen sich nun die Ergebnisse der vorstehend geschilderten 
Versuche iibereinstimmend deuten? Legt man einem Deutungsversuch 
den Fettsiurecyclus zugrunde, wie ihn LyNEN und seine Mitarbeiter auf- 
gestellt haben, so lassen sich danach alle Ergebnisse ganz zwanglos 
aneinanderfiigen und verstehen. Das folgende Schema gibt eine Uber- 
sicht iiber den Fettabbau, wie er heute allgemein bekannt ist. 


~ Fett 


/j 
Oipicaee Glycerin 


1) Fettsaure +CoA +ATP === Acy/—CoA+AMP +Pyraphosphat 


+Flavoprorein 


aB-ungesittigres Acy/-CoA+ Lityaroflavoprotein 
+H20 
B-Hyadroxy—Acy/-CoA 


+DPN 
&-Kero-Acy/-Co A+ OPNHz 
+CoA 
Acy/-CoA 
Acety/—CoA 
rie Wo sant AMP + ca W uid 2) 
J 
+ Phosphat 
Acety/-A MP+ CoA S 
Acetylphosphat+ CoA 
3a.) \\+Pyrophosphat 2a.) 
Acetat+ATP hae 
Acetat+ATP 
Ubereinstimmend zeigten alle Versuche — mit Ausnahme der drei 


ersten — eine Beschleunigung der Gasbildung unter der Einwirkung der 
erhéhten Phosphatkonzentration. Damit verbunden war stets ein Riick- 
gang im Methangehalt des gebildeten Gases, der im Extremfalle bis zu 
einem Methan-Kohlendioxydverhaltnis von 1:1 fiihrte. Ferner zeigte 
sich eine verstarkte Bildung fliichtiger Sauren, unter denen die Essigsaure 
eine hervorragende Stellung einnahm. 

Diese Ergebnisse lassen sich recht gut vereinbaren. Durch Isotopen- 
versuche konnten BuswELu u. Sotto (1948), SraprmMan u. BARKER 
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(1949), Prive u. BARKER (1956) sowie Pry u. Viswnrac (1957) zeigen, da 
der Essigsdureabbau iiber eine Decarboxylierung geht und da® dabei das 
gesamte Methan aus der Methyl-, das CO, aus der Carboxylgruppe ent- 
steht. 


CH,COOH > CH, + CO,. 


Somit werden Methan und Kohlendioxyd in gleichem Mengenverhailtnis 
gebildet, wie es aus der Formel von BusweEtu (1939) bereits theoretisch 
abgeleitet wurde. 

Danach ist durchaus erklarlich, daB bei einer verstirkten Essigsdure- 
bildung wahrend des Fettabbaues der Methangehalt des Gases zugunsten 
des CO, abnehmen muB: 

Bei einem unbeeinfluBten Abbau der Fette sollte ein Gas mit etwa 
70°/, Methan entstehen (BUSWELL 1939). Werden aber unter dem EinfluB 
des Phosphates die bei der Fettspaltung freiwerdenden Fettsauren haupt- 
sachlich zur Essigséure abgebaut und diese dann von den Methan- 
bakterien weiterverarbeitet, so mu, wie es sich in den Versuchen auch 
zeigte, der Methangehalt abnehmen, da, wie eben ausgefiihrt, die Essig- 
sdure bei ihrem Abbau nur 50°/, Methan liefern kann. 


Je nachdem, wie stark der Abbau bis zur Essigséure am Gesamtabbau 
beteiligt ist, wird sich die Gaszusammensetzung nach niedrigeren Methan- 
werten hin verschieben, bis sie im Extremfall einen Wert von 50°/, 
erreichen kann. Das wird der Fall sein, wenn den Methanbakterien aus- 
schlieBlich Essigsaure als Substrat zur Verfiigung steht. 

Nach dem Schema. scheint nun auch die Bildung dieser Essigsadure 
beim Fettabbau erklarbar. 

Ks kann als sicher angenommen werden, da der Fettabbau durch eine 
lipolytische Spaltung der Fette in Glycerin und Fettsduren eingeleitet 
wird. Letztere werden dann in Form ihrer CoA-Verbindungen durch eine 
B-Oxydation schrittweise bis zum Acetyl-CoA abgebaut. Bis zu dieser 
Stufe ist der Fettabbau heute fiir viele Organismen sichergestellt. Fiir 
Bakterien ist er besonders durch die Arbeiten von BARKER und seiner 
Schule am Beispiel der Butterséureoxydation durch Clostridium kluyvert 
bewiesen. 

Das Acetyl-CoA mag dann unter Regeneration von CoA mit ADP und 
anorganischem Phosphat weiterreagieren zu ATP und freier Essigsaure 
[SvERN u.OcHoa (1951); SraDTMAN u. BARKER (1950); StapTMAN (1952)]. 


Acetyl-CoA + anorg. P — Acetyl-P + CoA 
Acetyl-P + ADP —> Acetat + ATP. 


Diese Reaktion soll bei anaeroben Propionséurebakterien vorkommen, 
und es erscheint méglich, daB sie fiir diese Organismen die Hauptquelle 
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des ATP darstellt (BURTON 1957). Mit einer Intensivierung dieser Reak- 
tion durch das zugegebene Phosphat kénnte das in den Versuchen be- 
obachtete verstarkte Auftreten der Essigsiure seine Erklarung finden. 

Priift man unter diesen Voraussetzungen vergleichend die Ergebnisse 
der Versuche mit AMP, ADP und ATP, so wie sie die Abb.10 darstellt, 
so lassen sie sich ohne Schwierigkeiten in das Schema einordnen. 

Die Verstarkung der Phosphatwirkung durch ADP fande ihre Erkla- 
rung in einer Férderung der Reaktionen 2 und 2a des Fettabbauschemas. 
Dadurch wiirden laufend ATP und CoA regeneriert, die der Reaktion 1 
zur Verfiigung gestellt werden kénnten. Es kénnten somit immer neue 
Fettsauremolekiile in den Abbau einbezogen werden, die Geschwindigkeit 
des Fettsdiureabbaues und damit auch die der Essigsdurebildung miiBte 
lawinenartig anschwellen. Steht viel Fett zum Abbau zur Verfiigung, ist 
also die Essigsaéurebildung so stark, daB ihr Abbau durch die Methan- 
bakterien nicht mit der Neubildung Schritt halten kann, so wird es, wie 
die verschiedenen Versuche zeigen, zu einer voriibergehenden Anhaufung 
der Essigsiure kommen. 

Auch die Steigerung der Phosphatwirkung durch ATP sowie die Wir- 
kung des ATP allein waren erklarlich. Bei einer geniigend hohen ATP- 
Konzentration liefe Reaktion 1 nach MaBgabe des verfiigbaren CoA ab 
und es entstiinden AMP und Pyrophosphat. Diese beiden Produkte 
kénnten in Form einer KurzschluBreaktion mit einem Teil des beim 
weiteren Abbau entstehenden Acetyl-CoA unter Regeneration von CoA 
und ATP reagieren. (GlIn.3 und 3a des Schemas.) 


Acetyl-CoA + AMP — Acetyl-AMP + CoA 
Acetyl-AMP + PP — Acetat + ATP. 


Diese Reaktionen stellen eine Umkehrung der Acetataktivierungs- 
reaktion nach Brera@ (1955) dar. Sie miiBte nur sehr rasch an die Reak- 
tion 1 anschlieBen, damit nicht in der Zwischenzeit das Pyrophosphat in 
zwei Molekiile Phosphat zerfallt. Die Voraussetzungen zu einem raschen 
AneinanderschlieBen verschiedener Reaktionssysteme waren bei der 
Kleinheit einer Bakterienzelle und den daher sehr kurzen Diffusions- 
wegen der Reaktionsprodukte ohne weiteres denkbar. 

Mit diesen Uberlegungen lieBe sich also eine Deutung fiir den in den 
Versuchen beobachteten EinfluB des Phosphates geben. Es ist danach 
anzunehmen, da im urspriinglichen Schlamm den Bakterien weniger 
Phosphat der geeigneten Form zur Verfiigung steht, als es zur optimalen 
Durchfiihrung der Reaktionen 2, 2a und 3, 3a notwendig ist. Eine 
Steigerung der Konzentration verwertbaren Phosphates wird nun den 
Ablauf dieser Reaktion positiv beeinflussen und damit auf die Essigsiure- 
bildung und sekundar auch auf die Gaszusammensetzung einwirken. 
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Dabei wird aber offenbar nur der Umsatz in diesen Reaktionen gestei- 
gert, nicht jedoch Phosphat in irgendwelchen unléslichen Verbindungen 
festgelegt. Dem entspricht, daB in den Versuchen Nr. 1—3 bei Versuchs- 
beginn und -ende, von kleinen Schwankungen abgesehen, fast immer der 
Ausgangsphosphatgehalt nach Abbruch der Versuche wiedergefunden 
wird. 

Kine Frage lassen diese Deutungen jedoch offen, wie naémlich der Fett- 
abbau vonstatten geht, wenn Phosphat nicht in so groBer Menge wie in 
den Versuchen zur Verfiigung steht. Welche Zwischenprodukte entstehen 
dann, die den Methanbakterien als Substrat dienen kénnen? Dafiir, daB 
in diesem Falle der Abbau einen anderen Weg nehmen muB, sprechen die 
unterschiedlichen Methanmengen, die beim Fett- oder Fettsadureabbau 
unter verschiedenen Phosphatkonzentrationen gebildet werden. Sie 
lassen auf die Entstehung andersartiger Zwischenprodukte schlieBen, die 
bei ihrer Weiterverarbeitung durch die Methanbakterien ein Gas mit 
héherem Methananteil als 50°/, liefern. Fraglich ist nur, um welche 
Verbindungen es sich dabei handelt. Waren es niedere Fettsiuren, wie 
sie es nach der Tab. 1 durchaus sein kénnten und wie sie beim Fettabbau 
zu erwarten waren, dann taucht die Frage auf, warum in diesem Falle 
der Abbau nicht bis zum Acetyl-CoA durchgefiihrt wird. Nach den in 
Kapitel 3 beschriebenen Untersuchungen iiber die Zusammensetzung der 
fliichtigen Sauren kénnte es sich dabei nicht um eine bestimmte Saure 
handeln, denn ein Uberwiegen einer Séure konnte auBer bei den Phos- 
phatproben mit ihrer starken Essigséurebildung niemals beobachtet 
werden. Die anderen festgestellten Sauren traten sowohl in der Kontrolle 
wie auch in der Phosphatprobe immer in den gleichen Mengenverhaltnis- 
sen auf. 

Legt man dem Fettabbau aber das angegebene Schema nach LyNEN 
zugrunde, dann ist danach das Auftreten verschiedener Saéuren nur 
verstaindlich, wenn man annehmen will, da8 der Abbau ziemlich will- 
kiirlich auf unterschiedlichen Stufen abgebrochen wird. Diese Méglich- 
keit erscheint jedoch ziemlich unwahrscheinlich. 

Weiterhin sprechen gegen die Funktion niederer Fettsauren als Zwi- 
schenprodukte bei diesen Vorgiingen die Ergebnisse der Versuche iiber 
den Abbau reiner Fettsdiuren (vgl. dazu die Abb.9a—d). Dabei hatte es 
sich gezeigt, daB nur die Essigsiure einem sofortigen Abbau unterlag, 
wahrend Butter-, Valerian- und Capronséure erst nach einer gewissen 
Anlaufszeit angegriffen wurden. Sollten sie aber als Stoffwechselzwischen- 
produkte in Frage kommen, so ware zu fordern, daf sie sofort und ohne 
Anpassungszeit in den AbbauprozeB einbezogen werden konnen. 

Viel niher liegt dann noch die Vermutung, da8 infolge eines gewissen 
Phosphatmangels das beim Fettsdéureabbau entstehende Acetyl-CoA auf 
anderen Wegen als den, durch die Reaktionen 2, 2a und 3, 3a des 
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Schemas beschriebenen, zu einem oder mehreren andersartigen Zwischen- 
produkten reagiert, die dann den Methanbakterien als Substrat dienen 
k6énnen. 

Als Beispiel fiir einen etwa vergleichbaren Vorgang sei hier die Butter- 
siureoxydation durch Clostridium kluyveri angefiihrt. [STADTMAN u. 
BarKER (1949); BARKER (1951); KENNEDY u. BARKER (1951); KENNEDY 
u. LEHNINGER (1952)]. Dieses Bakterium oxydiert Buttersaure unter 
streng anaeroben Bedingungen und in Anwesenheit von Phosphat zu 
je 50°/, Essigsiure und Acetylphosphat. Wird die Oxydation bei einem 
Phosphatmangel durchgefiihrt, so entsteht zu 100°/, Acetessigsaure. AuBer 
Butterséure kénnen von Clostridium kluyveri auch andere Fettsduren, 
allerdings mit geringerer Geschwindigkeit oxydiert werden (STADTMAN u. 
BaRKER 1949). Die phosphatfreie Oxydation von Valerian- und Capron- 
siure fiihrte zu den entsprechenden /-Ketosaéuren (LIEBERMAN u. 
BARKER 1954). 

Nun hilft diese Erkenntnis hier leider nicht weiter, weil auch Acetessig- 
siure — wenn sie tiberhaupt von Methanbakterien angegriffen wird — 
niemals einen hoheren Methananteil als etwa 50°/, ergeben kann, wie sich 
aus der Formel von BuswELu (1939) berechnen laéBt. Auch hdhere /- 
Ketosaéuren kommen als Zwischenprodukte direkt nicht in Frage, da sie 
von den Methanbakterien nicht verwertet werden kénnen. Sie miiBten 
also, wenn sie beim Abbau unter Phosphatmangel entstehen, einer wei- 
teren Umwandlung unterliegen. 

Immerhin ist aber mit diesem Beispiel gezeigt, daB Phosphat in 
verschiedenen Konzentrationen eine Umlenkung gewisser physiologischer 
Reaktionen auf einen Weg zu anderen Endprodukten bewirken kann. 

Es ware vielleicht denkbar, daB aus dem Acetyl-CoA, wie es beim 
Fettsdureabbau entsteht, unter Oxydation von DPNH, zu DPN! und 
Regeneration von CoA Acetaldehyd entstiinde. Dabei wire eine Mit- 
wirkung von Phosphat entbehrlich. 


Acetyl-CoA + DPNH, — Acetaldehyd + DPN + CoA. 


Der Acetaldehyd kénnte, eventuell von einer anderen Bakterienart, zu 
Athanol reduziert werden. Butanol kénnte, von der Buttersiure oder 
ihrer CoA-Verbindung ausgehend, iiber eine ahnliche Reaktion gebildet 
werden (BURTON u. STADTMAN 1953). Woop, BRown u. WERKMAN (1945) 
haben durch Isotopenversuche nachweisen kénnen, da8 Bakterien fahig 
sind, Acetat zu Athanol und Butyrat zu Butanol zu reduzieren. Der Weg 
dieser Reaktionen ist unbekannt. Eine Carboxylase, wie sie bei der Hefe 
vorkommt, konnte bei den betreffenden Bakterien nicht nachgewiesen 
werden. Athanol sowohl wie auch Butanol kénnten nach BARKER (1956) 


1 DPN = Diphosphopyridinnucleotid. 
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(vgl. Tab.1) den Methanbakterien als Substrat dienen und wiirden einen 
Methangehalt des gebildeten Gases von etwa 70°/, ergeben. 

Es sei jedoch an dieser Stelle betont, daB diese Folgerungen auf theo- 
retischen Uberlegungen beruhen, die sich zwar einem gemeinsamen 
Schema unterordnen lassen und damit an Wahrscheinlichkeit gewinnen, 
die aber aus den Versuchsergebnissen nur indirekt abgeleitet werden 
kénnen. Allerdings sind alle hier zur Diskussion gestellten Reaktions- 
ablaufe aus Versuchen unter Milieubedingungen bekannt geworden, wie 
sie auch im Faulschlamm herrschen. Ihr Auftreten dort ist also nicht 
ausgeschlossen, so daB sie zur Deutung der vorliegenden Versuchs- 
ergebnisse wohl mit herangezogen werden durften. 

Hin genauerer Einblick in die komplizierten und weitgehend ineinander 
verflochtenen Hinzelreaktionen beim anaeroben Abbau organischer Sub- 
stanzen im Faulschlamm miBte sich gewinnen lassen, wenn kiinstliche 
Mischkulturen verschiedener Methanbakterien mit anderen Bakterien- 
arten, deren Lebensbedingungen ein Vorkommen im Faulschlamm 
moglich machen, zur Untersuchung herangezogen wiirden. Insolchen, ihrer 
Zusammensetzung nach genau bekannten Kulturen, miiBten samtliche 
Zwischenprodukte faBbar sein, die beim ersten Abbau hohermolekularer 
Stoffe gebildet werden und die im Verlauf des weiteren Abbaues den 
Methanbakterien zur Verfiigung stehen. Der Abbau miiBte sich so Schritt 
fiir Schritt von der Ausgangssubstanz bis hin zum Methan und Kohlen- 
dioxyd verfolgen lassen. 

In der vorliegenden Arbeit konnten Versuche in der angedeuteten 
Richtung nicht durchgefiihrt werden, da es nicht gelang, Methanbakte- 
rien in Reinkulturen zu isolieren. Ein Ausgehen von absolut reinen Kul- 
turen aller zu diesen Untersuchungen heranzuziehenden Bakterienarten 
ist aber unbedingte Voraussetzung fiir eine tibersichtliche Anlage und 
Deutung der entsprechenden Versuche. 


D. Zusammenfassung 


Im folgenden seien die wichtigsten Ergebnisse der beschriebenen Ver- 
suche kurz zusammengefaBt : 

1. Wurde der Gehalt eines Faulschlammes an léslichem Phosphat 
gesteigert, so war ein rascherer Fettabbau zu beobachten. 

2. Diese Wirkung kam nur dem léslichen Phosphat zu, unlésliches 
Ca,(PO,). zeigte keine Beeinflussung des Abbaues. 

3. Eine Verschiebung des Verhdltnisses von léslichem zu unléslichem 
Phosphat wurde im Ablauf der Versuche nicht beobachtet. 

4. In engem Zusammenhang mit dem Fettabbau stand eine vermehrte 
Bildung fliichtiger Sdéuren, unter denen die Essigséure eine bevorzugte 
Stellung einnahm. 
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5. Unter der Einwirkung erhéhter Phosphatkonzentrationen sank der 
Methangehalt des gebildeten Gases ab, der Kohlendioxydgehalt dagegen 
stieg an. 

6. Diese Verschiebung der Gaszusammensetzung konnte mit der 
verstarkten Essigsdurebildung in Einklang gebracht werden. 

7. Versuche mit AMP, ADP und ATP unter verschiedenem Phosphat- 
gehalt fiihrten zu der Annahme, da der Fettabbau im Schlamm iiber 
eine 6-Oxydation geht, die zur Bildung von Acetyl-CoA fihrt, welches 
mit anorganischem Phosphat zu freiem Acetat reagiert. 

8. Verschiedene, theoretisch denkbare Wege des Fettabbaues im Faul- 
schlamm wurden diskutiert. 


Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. ULtricu, danke ich fiir die An- 
regung zu dieser Arbeit, fiir seine vielseitige Unterstiitzung und sein stetes Interesse. 

Herrn Dr. Heper sei gedankt fiir manche anregende Diskussion. 

Fraulein Benratu hat die photographischen Reproduktionen der Kurven und 
Tabellen angefertigt und Herr BrustKERN hat mir durch die Anfertigung ver- 
schiedener Versuchsapparaturen mit viel Geschick geholfen. Beiden sei an dieser 
Stelle dafiir gedankt. 

Die Deutsche Forschungsgemeinschaft erméglichte durch finanzielle und appara- 
tive Unterstiitzung die Durchfiithrung der Arbeit. Auch ihr gilt mein Dank. 
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Wasserhaushalt und Stoffleitung bei Merulius lacrymans 
(Wulf.) Fr. 


Von 
JOSEF WEIGL und HUBERT ZIEGLER 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 31. Mai 1960) 


Merulius lacrymans (Wulf.) Fr., der echte Hausschwamm, gilt all- 
gemein als der gefahrlichste pflanzliche Zerstérer verbauten Holzes. In 
der Praxis der Begutachtung und in der darauf gegriindeten Recht- 
sprechung wird ein Hausschwammbefall wesentlich anders beurteilt als 
eine Infektion mit anderen holzzerst6renden Pilzen (etwa mit Coniophora 
cerebella, Polyporus vaporarius, Paxillus acheruntius und anderen). 
Begriindet wird diese Sonderstellung von Merulius lacrymans meist mit 
der Erfahrung, daB kraftiges Mycel dieses Pilzes selbstandig trockenes 
Holz durchfeuchten und so giinstige Bedingungen fiir das weitere 
Wachstum und die hydrolytische Spaltung der Cellulose schaffen 
kénne. Diese Feuchtigkeit soll bei der Atmung entstehen, die beim 
Hausschwamm wesentlich mehr Wasser in Freiheit setzen soll als bei 
den anderen Cellulose abbauenden Pilzen. 

Diese Ansicht geht offensichtlich auf einige Versuche und Berechnun- 
gen von Mnz (1908) zuriick, in denen er die Feuchtigkeitszunahme einer 
Merulius-Kultur waihrend eines einmonatigen Wachstums auf Holz- 
spanen oder Filtrierpapierstiicken feststellte und dabei in einem ein- 
zigen Erlenmeyerkolben (dem Gewicht des Glases mit Kultur und Ver- 
schluB von 133,57 g zu Versuchsbeginn nach zu urteilen, vermutlich 
von 200 ml Volumen) eine Wasserzunahme von 20,60 g gefunden haben 
will. Wie bereits [ILKEwrrscH (1912) ausfiihrte, kénnen die Zahlen von 
Mzz aber unmoglich richtig sein. Aus der wahrend der Kulturdauer ent- 
wickelten Gesamtmenge an CO, errechnet ILKEwrrscH eine mégliche 
Wasserbildung von 3,34 g. [Legt man nicht wie Mrz und InKkEwrrscH 
die Formel (C,H,,0;) x, sondern (C,H,,)0;) x fiir die Cellulose zugrunde, so 
kommt man sogar nur auf 2,78 g Wasser. | 

Trotz der véllig unzureichenden experimentellen Begriindung wurde 
aber die Ansicht von der besonderen Ergiebigkeit der Wasserbildung 
durch den Substratabbau des Hausschwammes bis in die jiingste Zeit 
hinein vertreten (vgl. unter anderen Gistx 1946, 8.10/11; J. Lrzsr 1950, 
8.66; WOUNSCHE 1952, S.21). 
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Da der vollstandige Celluloseabbau bei allen Pilzen dieselbe Menge 
Wasser liefert, wurde Merulius lacrymans eine besonders starke Atmung 
zugeschrieben. Im Normalfall ist die Intensitat der Atmung — bei 
optimaler Substratzufuhr und unbehinderter, maximaler Enzymaktivi- 
tat — von der Menge der Phosphatacceptoren abhangig und damit an 
den Energieverbrauch gekoppelt, eine Steigerung der Atmungsintensitat 
also nur bei verstaérktem Energieverschlei8 im Bau- und Betriebsstoff- 
wechsel denkbar. Sofern der Hausschwamm tatsachlich intensiver atmen 
sollte als andere holzzerstérende Pilze, miiBte er entweder schneller 
wachsen oder wesentlich mehr Energie im Betriebs-Stoffwechsel ver- 
brauchen, oder es miiBte die normale Koppelung zwischen Atmung und 
Phosphatumsatz ganz oder teilweise aufgehoben sein. Nur in den beiden 
letztgenannten Fallen bedeutete ein verstirkter Substratabbau_tat- 
sichlich eine Verbesserung der Wasserbilanz des Mycels, waihrend im 
ersten Falle ja auch die lebende, wasserhaltige und wasserverbrauchende 
Substanz proportional dem Ausma8 des Kohlenhydratverbrauches und 
damit der Wasserbildung zunéhme. 

Sollte dem Hausschwamm also wirklich die vermutete spezifische 
Fahigkeit zur Wasserfreisetzung zukommen, so miBte der Pilz einen 
gegeniiber den anderen Celluloseverwertern entsprechend ungiinstigeren 
,Okonomischen Koeffizienten* (gebildeter Pilzkérper/veratmetes Sub- 
strat, PrmErrER 1895) aufweisen, d.h. bei gleichem Zuwachs wesentlich 
mehr Substrat veratmen. 

Da Atmungsintensitat und 6konomischer Koeffizient leicht zu_be- 
stimmen sind und die Frage einer Entkoppelung von Stoffabbau und 
Energiehaushalt auch auf andere Weise einer Priifung zuganglich ist, 
wurde dies in der vorliegenden Arbeit fiir die wichtigsten Holzzerstorer 
durchgefiihrt. 

Material und Methoden 

Folgende Pilzstamme wurden verwendet: Merulius lacrymans M 36 Normstamm 
Uerdingen, M.1. MIIII, BAM, Merulius silvester M 326, Coniophora cerebella 5a, 
Normstamm Holzschutz Eberswalde und Polyporus vaporarius P 203, BAM}. 

Die Nahrlosung hatte folgende Zusammensetzung?: H,O dest. 1000 ml; KH,PO, 
0,7g; Na,HPO, 0,3¢; MgSO,-7H,O 0,5g; CaCl, sicc. 0,1¢g; NH,NO, 0,5 g; 
FeCl, ein Tropfen einer 10°/,igen Lésung; Hoaglands A-Z-Lésung 0,6 ml; Aneurin- 
hydrochlorid 100 y; Glucose 3°/o. 


Das Nahrmedium blieb gewohnlich fliissig; nur in Ausnahmefallen wurden 
1,5°/, Agar zugesetzt. Die Sterilisation erfolgte in einem Autoklaven bei 120°C und 


1 Wir danken den Herren Prof. Dr. H. Zycu, Institut fiir forstl. Mykologie und 
Holzschutz, Hann.-Miinden, Prof. Dr. H. Lyr, Forstbot. Inst. Eberswalde, und 
Oberreg.-Rat Dr. G. Becker, Bundesanst. fiir Materialpriifung Berlin, fur die 
freundliche Uberlassung der Pilzstiimme. 

2 Herrn Prof. Dr. H. Zycua danken wir fiir wertvolle Hinweise tiber Haus- 


schwamm-Nahrbéden. 
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1,5 Atm. Druck wahrend 15min. Der py-Wert der Lésung betrug nach dem 
Sterilisieren 5,7 (Chinhydron-Elektrode). 

Zur Charakterisierung der Stoffbilanz wurde der Quotient Trockengewichts- 
zunahme/veratmete Glucose bestimmt, der von Tamrya (1929) als ,,Aufbau- 
Quotient‘* bezeichnet wurde. Zur Trockengewichtsbestimmung wurden die auf der 
Oberflache der Nahrfliissigkeit herangewachsenen Mycelien nach entsprechender 
Kulturdauer mit einem Biichnertrichter quantitativ geerntet, mit aqua dest. 
gewaschen und zuerst im Trockenschrank bei 105°C (12 Std) und dann im Vakuum- 
exsikkator (10 Std) zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die Menge der veratmeten Glucose wurde entweder aus der Differenz Gesamt- 
glucoseverbrauch — assimilierte Glucose! oder aus dem Sauerstoffverbrauch und 
dem Rg-Wert errechnet. 

Zur Ermittlung des Glucoseverbrauches wurden die Filtrate der Mycelernte auf 
ein definiertes Volumen aufgefiillt, mit 100 mg Aktivkohle (p. a.) pro 100 ml ent- 
farbt und der Zucker nach WALLENFELS (vgl. Pancu-TRacry 1955) bestimmt. 
Photometriert wurde im Eppendorfphotometer bei 405 my. Die Absolutwerte 
wurden einer Eichkurve entnommen. 

Der Sauerstoffverbrauch und die Rg-Werte wurden in der iiblichen Weise 
manometrisch ermittelt. Die Trége waren dabei in der von Umsrerr, BuRRIS u. 
STavFFER (1945) angegebenen Weise fiir die sterile Dauerkultur gefertigt. Die 
Re-Werte wurden am Anfang und am Ende der Versuchsperiode gemessen und 
daraus ein Mittelwert gebildet. Da die Anderungen der Rg-Werte sich bei allen 
untersuchten Pilzen in derselben GréBenordnung bewegten (siehe unten), konnte 
diese Ungenauigkeit in Kauf genommen werden. Die Menge der veratmeten Glucose 
ergab sich dann aus der CO,-Bildung (O,-Verbrauch - Rg) wahrend der Versuchs- 
dauer (750 mm’ CO, entsprechen 1 mg Glucose). 


Ergebnisse 

1. Der ,Aufbau-Quotient (AQ) verschiedener Holzzerstérer 

Zur Ermittlung dieses Wertes wurden WarburggefaBe mit je 3 ml 
Nahrlésung versehen, sterilisiert und beimpft. Das Impfgut wurde so 
gering und so gleichmaBig wie méglich gehalten, um es bei der Berechnung 
des Mycelzuwachses am Ende des Versuches vernachlassigen zu kénnen. 
Wahrend der 14tagigen Kulturdauer (bei 20°C) wurde der Sauerstoff- 
verbrauch bestimmt und am Ende des Versuchs die Trockengewichte der 
herangewachsenen Mycelien gewogen und der Glucosegehalt der Nahr- 
lésung analysiert. Der Anteil der veratmeten Glucose wurde nach beiden 
oben beschriebenen Methoden ermittelt. Wie Tab.1 zeigt, liegen die auf 
die verschiedenen Weisen gewonnenen AQ-Werte fiir eine bestimmte 
Art befriedigend nahe. Es ist aber vor allem klar ersichtlich, daB Merulius 
lacrymans unter den Bedingungen des Versuches keine Sonderstellung 
beziiglich Atmungsintensitat, Stoff- und Energieverwertung gegeniiber 
den anderen gepriiften Pilzen einnimmt. Im Prinzip das gleiche Ergebnis 
brachte auch eine Versuchsreihe, in der die Pilze (jede Art in fiinf Ansatzen) 


1 Fiir die Menge der assimilierten Glucose konnte in unserem Falle ohne wesent- 
lichen Fehler die Trockengewichtszunahme des Mycels eingesetzt werden, da sich 
der Anteil der Aschenbestandteile im Mycel und der wahrend der Kulturdauer in 
das Medium abgeschiedenen Stoffe etwa die Waage halt, wie entsprechende Be- 
stimmungen zeigten. 


in 100 ml-Erlenmeyerkélbchen auf 
je 10ml Nahrlésung iiber 14 Tage 
(bei 20°C) gezogen wurden. Hier wurde 
der Wert fiir die veratmete Glucose 
nur aus dem Gesamtglucoseverbrauch 
und dem Trockengewicht errechnet. 
(Der Glucoseverbrauch betrug dabei 
bei Merulius lacrymans im Mittel 
31,8mg, bei Merulius silvester 29,86 mg, 
bei Coniophora cerebella 43,69 mg und 
bei Polyporus vaporarius 30,19 mg.) 


2. Der Hinflup von 
2,4-Dinitrophenol (DN P) 


Kine weitere, von der bisher be- 
niitzten Methode unabhangige Még- 
lichkeit zur Prifung einer eventuell 
vorliegenden Entkoppelung von 
Atmung und Stoffsynthese beim Haus- 
schwamm bot sich in der Verwendung 
von ,,Entkopplern“ an, von denen das 
2,4-Dinitrophenol am bekanntesten ist 
(Ubersicht bei Hackerr 1960). In be- 
stimmten Konzentrationen hebt es 
die Koppelung zwischen Atmung und 
Phosphorylierung auf, was sich ge- 
wohnlich in einem Anstieg der Atmung 
und einer Drosselung aller energie- 
bediirftigen Prozesse auBert. 


Sollte bei Merulius lacrymans schon 
im Normalzustand die Atmung mehr 
oder weniger entkoppelt sein, so durfte 
unter dem Einflu8 des zugefiihrten 
Giftes nur eine geringfiigigere Atmungs- 
steigerung zustande kommen als bei 
den anderen Pilzen. 

Da nur das undissoziierte Molekiil 
des DNP entkoppelnd wirkt (CowLEs 
u. Kuorz 1948), ist die Wirkung stark 
pu-abhangig; bei verschiedenen px- 
Werten wirken daher verschiedene 


Konzentrationen optimal. 
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der in Warburggefipen kultivierten Pilze nach 14tdgiger Kultur 


Vee 


Tabelle 1. Stoffbilan 
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Merulius lacrymans 


© Merulius silvester 


Coniophora cerebella 


Polyporus vaporarius 
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Die Abhiingigkeit des Sauerstoffverbrauches verschiedener Pilze von 
der DNP-Konzentration beim py-Wert der Nahrlésung (5,7) zeigt Abb. 1. 
Bei allen drei untersuchten Pilzen ist eine Konzentration von 10~*mol 
unter den untersuchten Stufen am wirksamsten. Die maximale Atmungs- 
steigerung betragt dabei bei Merulius lacrymans 18,5°/o, bei M. silvester 
etwa 12°/, und bei Coniophora cerebella 18,7°/). Auch hier 1aBt sich 
demnach kein Hinweis 


~~ 

=> 170 : 1 

‘$ auf eine Sonderstellung 

& 700 des Hausschwammes 

! 

iS op Ccerebella finden. 

lea xen ——T In den Versuchen wur- 

lees means den die Mycelien wahrend 

Pees pew to; eet 14 Tagen in Warburg- 

; i Silvester : : 

a 0 ais Trégen bei 20°C mit den 

= verschiedenen DNP-Kon- 

"e 60 zentrationen in der Nahr- 

= 0 aw eS lésung  kultiviert, dann 

m 242NP wurde wahrend 60 min der 

Abb.1. Abhiingigkeit des Sauerstoffverbrauches von O,-Verbrauch gemessen 
der 2,4-Dinitrophenolkonzentration des Mediums und schlieBlich die Trocken- 


; gewichte bestimmt. 

Tabelle 2. M ycelausbeute (Trockengewicht) bei Kultur pam : 
mit und ohne Zusatz von 2,4-Dinitrophenol (jeweils a ot weiteren Ver- 
Mittel aus acht Werten) suchsserie wurden die 


Pilze 18 Tage (bei 20°C) 


Hemmung 3 ‘ = 4 
Art ohne DNP) mit DNP in Prozent eh acht Kolben mit 
~~ \des Normal- —4 - 
— < wae 10-4 molar em DNP-Zu- 
satz und in acht ohne 
; A on = ; 
Merulius lacrymans 20,50 | 18,36 10,4 solechen gezogen und 
Merulius silvester 21 20,18 4,85 1 lie M l is 
‘ : 
Coniophora cerebella 28,75 | 25,98 9,63 : oe paminhers ro 
Polyporus vaporarius | 17,53 15,54 11,3 gewichte festgestellt. Die 


Mittelwerte (Tab. 2) zei- 
gen, daB die Zuawachsminderung bei Merulius lacrymans, Coniophora cere- 
bella und Polyporus vaporarius weitgehend iibereinstimmt und nur 
Merulius silvester etwas abweicht. 

Auf Grund dieser Befunde ist die Ansicht, der Hausschwamm besitze 
gegentiber anderen Holzzerstérern eine spezifische Fahigkeit zur Wasser- 
freisetzung im Zusammenhang mit dem Substratabbau, mit Sicherheit 
abzulehnen. Vorteile im Wasserhaushalt von Merulius lacrymans sind 
deshalb, falls iiberhaupt vorhanden, auf anderem Gebiet zu suchen. 


3. Die Leitfihigkeit der ,,Mycelstringe« 


Das FuBfassen des Hausschwammes auch auf trockenen Stellen des 
Substrates, selbst die Anfeuchtung dieser Bezirke, kénnte auf einer 
spezifischen Wasserleitfahigkeit des Pilzes beruhen. Die anatomischen 
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Voraussetzungen waren durch die Entwicklung der sogenannten ,,GefaB- 
hyphen“ gegeben (Hartia 1885; FancKk 1912; vgl. auch RrppeL-BaLpEs 
1955; SrocKER 1956; HarpER 1958; BurLER 1958). Der Umstand, daB 
diese Zellen ihr Plasma behalten, fiihrte Mrz (l.c.) zu der Annahme, sie 
seien nicht den Tracheen, sondern den Siebréhren der héheren Pflanzen 
analog (8.195). Bei einer Lumenkommunikation innerhalb dieser GefaB- 
hyphen, wie sie wahrscheinlich ist, wiirde das wandstindige Plasma der 
Verschiebung des Zellsaftes in den Leithyphen jedoch nicht im Wege sein. 

Immerhin ist aber der 
Stofftransport in den 
Mycelstrangen —unseres 
Wissens bisher noch nicht 
direkt nachgewiesen. Dies 
wurde in den folgenden i 1S CN eae 


Experimenten unternom- Abb.2. Anordnung zur Priifung der Stoffleitung in den 
Mycelstraingen von Merulius lacrymans. Erliuterung im Text 


men. 


Die beniitzte Versuchsanordnung zeigt Abb.2. Reagensglas 7, das 
einen 2°/,igen Glucoseagar enthielt, wurde beimpft. Es ist zwar prinzipiell 
moglich, Hausschwammycel durch nahrungsfreies Gebiet wachsen zu 
lassen (BuTLER 1957), doch wurde in unseren Versuchen das Ver- 
bindungsrohrchen fF derart prapariert, daB 1°/,ige Glucoselésung durch- 
geschiittet wurde, die nach dem anschlieBenden Trocknen einen diinnen 
Glucosefilm auf den Innenwanden ergab. Dadurch wird ein gerichtetes 
und schnelles Durchwachsen des Réhrchens gewahrleistet. Reagensglas JI 
blieb zunachst leer. Erst kurz vor Ankunft des Mycels am Ende des Ver- 
bindungsrohrchens wurde das leere Glas durch ein anderes, mit reiner 
Cellulose beschicktes, ersetzt. 


Dem Pilz gelingt es nicht, auf ausgetrockneter (6 Std bei 103°C) 
Cellulose FuB zu fassen. Wird jedoch Cellulose geboten, die vorher 6 Std 
in wasserdampfgesattigter Atmosphare gestanden hatte, so beginnt das 
Myecel sich binnen einer Woche sichtbar darauf auszubreiten. Im Ver- 
bindungsréhrchen kommt es schlieBlich zur Ausbildung der typischen 
Stranghyphen. 

Dieses Stadium regen Wachstums in Glas // schien geeignet zu 
Isotopenversuchen: Dazu wurden durch die Stutzen Z in vier Reagens- 
glaser (1), in welchen das Wachstum des Pilzes annahernd gleich fort- 
geschritten war, je 0,25 ml NaH,P*O, (insgesamt je 20000 Impulse je 
Minute) eingebracht und die Mycelteile in den Glasern // nach Zeit- 
intervallen von je 3 Std auf ihre Radioaktivitat gepriift (mit dem Zahler 
FH 49). 

Die Ergebnisse (Tab.3) zeigen, daB die Strecke von etwa 13 cm in 6 Std 
(wahrscheinlich schon etwas friiher) durchlaufen war. 

O* 


130 JosEr Werict und HuBERT ZIEGLER: 


Geschwindigkeitswerte derselben GréBenordnung erbrachten Auto- 
radiographien, die mit P®*-gefiitterten Mycelstraéngen durchgefiihrt 
wurden (Abb.3, 4). Die Strange hatten in Erlenmeyerkolben von dem am 


Tabelle 3. Leitung von radioaktivem Phosphat durch Hausschwamm-M ycel 
von einer phosphatreichen zu einer phosphatfreien Kohlenhydratquelle 
(Bei Versuch 4 war das Mycel in Glas II noch schwacher entwickelt) 


= Impulse 
Versuchsdauer | mpulse 


Versuch rstonden je Minute 
| (iiber Blindwert) 
1 3 0 
2 6 16 
F 3 9 88 
4 12 62 


Boden befindlichen Nahrboden aus mehrere Zentimeter durch den Luft- 
raum hindurch mit dem an den Seitenwanden hochwachsenden Mycel in 
Verbindung gestanden. Sie wurden an einer Stelle durch Auflegen eines 


b 


Abb.38. Transport von radioaktivem Phosphat in den Mycelstriingen von Merulius lacrymans. Ver- 
suchsdauer 2Std. 1,7 fach vergréBert. aAnsicht des Mycels:; b Autoradiographie (Expositionsdauer 
24 Std) 


mit einer NaH,P*O,-Lésung getrankten Filtrierpapierstiickchens mit 
radioaktivem Phosphat versorgt und nach 2 Std entweder entnommen, 
gefriergetrocknet und zwischen zwei Objekttragern gegen einen Agfa- 
Roéntgenfilm gepreBt (Abb.3a) oder aber nach Zerbrechen des Kultur- 
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gefaBes in der urspriinglichen Lage autoradiographiert (Abb. 4), wobei 
die das Mycel tragende Glaswand den einen Objekttrager ersetzte. 

Bei der gewahlten Versuchs- und Expositionsdauer zeigten nur die 
Stringe Radioaktivitat, wahrend das strangfreie Mycel lediglich in 
unmittelbarer Nahe der 
Auftragsstelle radio- 
aktiv war (Abb. 3b). Die 
Strange sind demnach 
zweifellos Systeme er- 
hohter _—_Leitfahigkeit. 
Aus Abb.4 ist weiter er- 
sichtlich, daB die Trans- 
portrichtung der mar- 
kierten Substanz nicht 
an die Wachstumsrich- 
tung des Mycels oder der 
Strange gebunden ist 
(diese verlief hier in der 
Richtung von der Bild- 


F Abb.4. Transport von radioaktivem Phosphat in Mycelstriingen 

unterseite zur -ober- von Merulius lacrymans. Versuchsdauer 2 Std. Transport in 

seite). verschiedenen Richtungen. 1,3 fach vergr6éBert. a Ansicht des 
Mycels; b Autoradiographie (Expositionsdauer 24 Std) 


Entsprechende  Ver- 
suche wurden mit C"™- 
Glucose (uniform mar- 
kiert) angestellt. Die 
Verbindung bewegt sich 
ebenfalls bevorzugt in 
den Strangen und etwa 
ebenso schnell wie das 
Phosphat (Abb.5). 

Der ‘Transport der 
markierten Substanzen 
in den Strangen unter- 
bleibt bei Applikation 
ven “Ose aund “von 
Cl4.Glucose, wenn die 


Temperatur auf 1°C er- 

r Abb.5. Transport von uniform markierter C'-Glucose durch 
niedrigt oder der Sauer- Mycelstriinge von Merulius lacrymans. Versuchsdauer 2 Std. 

: 1,6fach vergréBert. a Ansicht des Mycels; b Autoradiographie 

stoff entzogen (Stick- (Expositionsdauer 3 Wochen) 
stoffatmosphare) wird. 

Es konnte in keinem Fall gepriift werden, ob es sich bei den wandern- 
den, radioaktiven Verbindungen um die urspriinglich dargebotenen oder 


um sekundar entstandene Stoffwechselprodukte handelte. 
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Diskussion 


Art und Intensitaét der Atmung unserer Merulius lacrymans-Stémme 
stimmen in der GréRenordnung mit den Angaben von GoksoyR (1958) 
fiir diesen Pilz iiberein; auch er fand z.B. einen Anstieg des Rg-Wertes 
von 0,7 bis iiber 1,0 wihrend einer Wachstumsdauer von 10 Wochen. Der 
von diesem Autor ermittelte ,,6konomische Koeffizient*‘ (Miligramm 
gebildetes Mycel / Milligramm verbrauchtes Kohlenhydrat) betrug auf 
Glucose 0,25 —0,30; bei unseren Versuchen kame er im Mittel etwa auf 
0,40. Die Unterschiede kénnen durch die Verschiedenheit der verwendeten 
Staémme, eventuell auch durch die abweichende Versuchstemperatur (bei 
GoxKsoyR 23°C) bedingt sein. Sowohl die ,,Aufbauquotienten* als auch 
die ,,6konomischen Koeffizienten‘‘ unserer Pilze liegen aber durchaus im 
normalem Streuungsbereich der Werte fiir andere Mikroorganismen 
(vgl. Ubersicht bei ZrEGLER 1960). 

Wesentlich ist in unserem Zusammenhang nur, daB Merulius lacrymans 
sich weder in seiner Atmungsintensitat noch in seiner Stoff- und Energie- 
verwertung grundsatzlich von anderen Celluloseausbeutern unterscheidet, 
daB also die Annahme einer spezifischen Wasserbildung beim Substrat- 
abbau nicht zu Recht besteht. Es ist durchaus méglich, daB zu dem 
zihen Leben dieser irrigen Ansicht auch die lebhafte Guttation gut- 
wachsender Mycelien beigetragen hat, die dem Pilz ja den Artnamen 
eingetragen hat und die das vermeintlich besonders tippige Atmungs- 
wasser zu Tage fordern sollte. 

Selbstverstandlich ist die Menge des beim vollstéindigen Substrat- 
abbau anfallenden Wassers bei den intensiv atmenden Holzzerstérern 
sehr erheblich und sie tragt auch sicher merklich zur Entlastung des 
Wasserhaushaltes dieser Pilze bei; diese Wassermenge ist aber beim 
Hausschwamm nicht gr6Ber als bei den iibrigen Schadlingen. 

Es erscheint uns nicht wahrscheinlich, daB die alte Erfahrung falsch 
ist, wonach Merulius lacrymans leichter auf trockenere Substrate iiber- 
geht als die anderen Holzzerstérer und die Sanierung bei Hausschwamm- 
befall deshalb besondere Sorgfalt verlangt. Unsere Befunde, wonach 
radioaktives Phosphat und markierte Glucose mit recht ansehnlicher 
Geschwindigkeit (die weit iiber den Werten fiir eine gewohnliche Dif- 
fusion liegt) in den Mycelstriéngen wandern, stiitzen die Ansicht, daB 
diese Elemente spezifische Leitbahnen sind und wahrscheinlich auch eine 
Wasserverschiebung auf weitere Strecken erleichtern. Ein strenger 
Beweis 1aBt sich wohl durch den Einsatz markierten Wassers fiihren; 
Vorversuche, die wir in dieser Richtung unternommen haben, verliefen 
durchaus ermutigend, sind aber noch nicht ganz schliissig. 

Kine Ausbreitung des Hausschwammes in einem Gebdude auch in 
trockenere Teile kann demnach in jedem Falle nur durch Wassernachschub 
von feuchten Stellen her erméglicht werden. Dem entspricht die un- 
zweifelhafte Erfahrung, da eine vollstiéndige Trockenlegung und 
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Trockenhaltung eines schwammbefallenen Gebaudes die weitere Aus- 
breitung des Hausschwammes verhindert, daB unter diesen Bedingungen 
Merulius lacrymans jedenfalls keine gréBere Aktivitit zu entfalten 
vermag als die tibrigen Holzzerstorer. ; 


Zusammenfassung 

1. Merulius lacrymans unterscheidet sich in seinem ,,Aufbauquotien- 
ten” (Gramm Trockengewichtszunahme / Gramm veratmete Glucose) 
nicht grundsdtzlich von anderen Holzzerstérern (Merulius  silvester, 
Coniophora cerebella, Polyporus vaporarius). 

2. Die Atmung des Hausschwammes ist durch 2,4-Dinitrophenol in 
etwa dem gleichen Ausmaf zu entkoppeln wie die von Coniophora 
cerebella und sogar starker als die von Merulius silvester. 

3. Es wird daher geschlossen, dai Merulius lacrymans keine spezifische 
Fahigkeit zur Wasserbildung beim Substratabbau zukommt. 

4. Die Mycelstrange bei Merulius lacrymans sind die bevorzugten 
Wanderwege fiir markiertes Phosphat und C™-Glucose. Die Wander- 
geschwindigkeit betragt mindestens etwa 2 cm/Std und iibertrifft die 
Leistung einer normalen Diffusion weit. 

5. Die Versuche zum Stofftransport werden als Stiitze (wenn auch nicht 
als Beweis) fiir die Annahme einer spezifischen Wasserleitfaihigkeit des 
Hausschwammes betrachtet. 
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Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Friedrich-Schiller-Universitat Jena 


Weitere Studien zur Kupferaufnahme 
und dem Kupfernachweis bei Conidien 
von Fusarium decemcellulare (Brick) 


(Versuche mit Kupfersulfat) 


Von 
REINHARD TROGER 


2 Mit 1 Textabbildung 
(Bingegangen am 24. Juni 1960) 


Im Pflanzenschutz werden auch heute noch — im Zeitalter der 
organischen Fungicide — in groBem Mabe Kupfermittel eingesetzt. 
Hauptsachlich in den Landern mit feuchtem Klima kann auf die Kupfer- 
Calcium-haltigen Fungicide nicht verzichtet werden, da erwiesen ist, daB 
diese Pflanzenschutzmittel auf den bespritzten Pflanzenteilen besser 
haften als die organischen Fungicide. Auch heute noch stehen deshalb 
Fragen im Interesse, die sich mit der Wirksamkeit der Kupferfungicide 
beschaftigen, da sich herausgestellt hat, da wir iiber das eigentliche 
Wirken des Kupfers in oder an der Pilzspore noch keine genauen Aus- 
sagen machen kénnen. Bis jetzt wurden lediglich Einzelheiten der 
Kupferwirkung aufgeklart [Zusammenfassende Darstellungen bei Hors- 
FALL (1945, 1956) und FREAR (1949)]. Dieses Teilwissen vermittelt uns 
heute lediglich einen oberflachlichen Eindruck in die Physiologie der 
metallbehandelten Pilzzelle und die Mechanismen, die letztlich zum 
Absterben der Zelle fiihren. Aus der Literatur ist ersichtlich, daB sich zur 
Zeit zwei Thesen aus dem Wust der Anschauungen beziiglich des Wir- 
kens von Cu auf Pilzsporen herauskristallisiert haben. Einmal wird die 
Toxicitaét von Kupfer auf das Cu-Ion zuriickgefiihrt, das in die Pilzzelle 
eindringe und in den Zellen sein verderbliches Wirken entfalte. Hier waren 
also alle diejenigen Literaturangaben zu zitieren — sie gehen in die Hun- 
derte —, die sich auf das Wirken von Cu auf Fermente, EiweiBe, SH- 
Gruppen, Carboxylgruppen, Saéuren und Phenolkérper der lebenden Pilz- 
zelle beziehen. 

Zum anderen existiert aber auch eine These zur Cu-Wirkung, wonach 
das Cu nicht erst in die Zelle einzudringen braucht. Das Cu, hauptséich- 
lich in Verbindung mit Ca, wirke als Oxydationskatalysator, als Ober- 
flachenoxydans auf die Pilzzelle. Die Oxydationskatalyse kénnte den 
Stoffwechsel der Pilzzelle soweit st6ren, daB ein Téten der Spore durch dieses 
Cu-Mittel zustande kaéme (VILLEDIEU 1923, 1924 und CHatng 1929). 
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In letzter Zeit sind selbst modernste Untersuchungsverfahren zu Rate 
gezogen worden, um auf den ratselhaften Kern der Kupferwirkung — 
oder allgemein des fungiciden Wirkens der Metalle — zu gelangen. MILLER, 
McCatian u. Weep (1954); Mitter u. McCanian (1955, 1957) und 
Owens u. MILLER (1957) haben mittels radioaktiver Isotope versucht, die 
Probleme des Eindringens von Metallen in Pilzsporen zu ergriinden. Die 
Untersuchungen, die mit Ag, Hg, Cu, Cd, Ce und Zn durchgefiihrt 
wurden, brachten die Erkenntnis, daB die Pilzzelle sehr schnell Metall 
(2 sec fiir Ag) aus Lésungen an sich bindet. Mittels Zaihlrohren konnte 
festgestellt werden, dai bestimmte radioaktive Metallmengenim Lésungs- 
mittel nicht mehr vorhanden waren, wenn Pilzsporen darin suspendiert 
und die Sporen wieder von der metallhaltigen Fliissigkeit getrennt 
wurden. Von Owens u. Mituer (1957) wurde dann noch versucht, den 
Verbleib des Metalles an oder in der Pilzzelle festzustellen, indem die 
Pilzzelle zerrieben und in den einzelnen Sedimentsfraktionen die Radio- 
aktivitat des vorhandenen Metalles bestimmt wurde. Die Metalle sind 
bei Verwendung der genannten Methodik im Cytoplasma gefunden wor- 
den. Meines Erachtens lassen sich nun aber, durch die Methode bedingt, 
— die lebende oder geschadigte Zelle wird mechanisch zerstoért — keine 
gesicherten Aussagen beziiglich des urspriinglichen Verbleibs der Metalle 
machen, da die Struktur der gesamten Zelle zerstért wird und alle 
Bestandteile untereinander gemischt werden, wobei dann letztlich an den 
Zellsubstanzen mit dem gréBten Metallbindungsvermégen die Metalle 
haften. Diese Kritik der Arbeiten von OwEns u. MILLER (1957) soll nun 
nicht die Tatsache schmalern, daB die genannten Autoren die Unter- 
suchungen um das ,,Wie“ und ,,Wo“ der fungiciden Metallwirkung noch- 
mals angeregt haben. Der nachfolgende Beitrag beschreibt einmal Ver- 
suche, bei denen die mittels Tracer-Technik erlangten Ergebnisse von 
OweEns u. MILLER an Hand von einfachen mikroanalytischen Reaktionen 
nachgepriift werden, zum anderen sollen weitere Aussagen tiber die 
sogenannte ,,Primér-Reaktion“, also die ersten Stunden des Wirkens von 


CuSO, auf Pilzsporen, gemacht werden. 


Material und Methoden 


Versuchspilz war Fusarium decemcellulare (Brick). Die morphologischen und 
taxonomischen Angaben sind bei WOLLENWEBER u. REINKING (1935) zu finden. Die 
Anzucht des Pilzes erfolgte in Kulturréhrchen oder Roux-Flaschen ausschlieBlich 
auf Malzagar folgender Zusammensetzung: 30g Malzextrakt (Liebe), 5 g Pepton 
(Witte) und 25 g Agar (Kobe) auf 11 Leitungswasser. 

Die Kulturen standen bei 24—25°C im Thermostaten. Fiir die Untersuchungen 
wurden die Conidien den meist 10 Tage alten Anzuchten entweder mit einer Platin- 
ése entnommen, oder die Conidien sind vom Nahrboden mittels Aqua dest. abge- 
schwemmt, gewaschen und dann in Aqua dest. resuspendiert worden. 

Alle Glasgeraite waren aus Jenaer Gerateglas 20 (Schott) und wurden mit HCl 


und Aqua dest. gereinigt. 
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Das Wasser wurde in einer Schott-Apparatur, die aus Gerateglas 20 bzw. 
Rasothermglas bestand, destilliert. 

Die Chemikalien hatten den handelsiiblich héchsten Reinheitsgrad und sind von 
der Laborchemie Apolda, bzw. Berlin, von Merck, Schuchardt, Riedel-de Haen, 
Lachema (CSR) und Light & Co (England) bezogen worden. 

Fiir das Messen der cH+ wurden Indicalstreifen benutzt. 

Die Kupferbestimmungen in den Lésungen wurden mit Natriumdiathyldithio- 
carbamat (NaDDC) und einem Zeiss-Pulfrich-Photometer durchgefiihrt. 

Die spezielle Untersuchungsmethodik wird bei den einzelnen Versuchen beschrie- 
ben. 


Ergebnisse 
1. Die Geschwindigkeit der Kupferaufnahme 


Minter, McCatutan u. Weep (1957); Mi~uer u. McCaian (1955, 
1957) sowie OWENS u. MILLER (1957) hatten mittels radioaktiver Isotope 
festgestellt, daB die Conidien von Neurospora, Venturia, Monilia, 
Aspergillus und Alternaria innerhalb kiirzester Zeit (2 sec) betrachtliche 
Mengen Silber aus dem Suspensionsmittel an oder in sich festlegten. Fiir 
andere Metalle, darunter Kupfer, stellten die Autoren langere Zeiten fest, 
bis das Metall an die Conidien gebunden war. 

Mit einfachen mikroanalytischen Methoden sollte nun nachgepriift 
werden, ob die Conidien des Versuchspilzes Fusariwm decemcellulare das 
Metall (Kupfer), als CuSO,, ebenso schnell binden, wie es mit der Tracer- 
Methode fiir die Conidien anderer Pilze festgestellt worden war. Das 
Nachpriifen ist deshalb von Wichtigkeit, weil die zu erwartenden 
Befunde wertvolle Erkenntnisse beziiglich der Geschwindigkeit des Ein- 
dringens von Metallen in die Pilzsporen geben kénnen. Mit anderen 
Worten ausgedriickt: wie lange mu eine bestimmte Menge toxisch 
wirkendes Metall iiberhaupt auf die Conidien einwirken, bis der toxische 
Effekt zustande kommt? Diese Frage ist fiir den Pflanzenschutzpraktiker 
von Bedeutung, denn wenn wirklich nur das lésliche Kupfer giftig wirkt, 
dann spielen die Zeiten eine Rolle, in denen, durch Fliissigkeit bedingt, 
die Conidie mit dem gelésten Kupfer in Beriihrung kommt. 

Fir den durchzufiihrenden Versuch sind Conidien einer 10 Tage alten Kultur 
mittels Spatel entnommen und in einem Schott-G4-Filter gewaschen worden. 
Nach dem Resuspendieren in Aqua dest. wurde eine Suspension mit 6 - 10° Conidien/ 
ml hergestellt, in die 8 y Cu/ml (als Kupfersulfat) gegeben wurden. Sofort nach der 
Kupferzugabe ist die Suspension mehrmals geschiittelt und anschlieBend mittels 
eines Schott-G 4-Filters in Conidien und Suspensionsmittel zerlegt worden (Zeit- 
dauer von der Zugabe des Kupfers bis zum AbschluB der Filtration: 2 min). Im 
Suspensionsmittel Wasser konnte nun mit NaDDC und einem Pulfrich-Photometer 
die verbliebene Cu-Konzentration bestimmt werden, also diejenige Menge Kupfer, 
die von den Conidien waihrend der kurzen Einwirkungszeit des Metalles nicht ad- 
oder absorbiert werden konnte. 

Nach Zugabe des Indicators zum Suspensionsmittel war aber keine 
Braunfarbung — es ist dies die Farbe des Cu-DDC — zu sehen, obwohl 
noch 0,1—0,3 y Cu/ml mit diesem Komplexbildner auffindbar sein 
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miiBten. Die SchluBfolgerung aus dem Ergebnis dieses Versuches heiBt 
somit: Die 6 - 10° Conidien/ml haben wahrend einer Einwirkungszeit des 
Metalles von 2 min die gebotene Kupfermenge restlos ad- oder absorbiert. 

Zur Kontrolle wurde eine Versuchsreihe angesetzt, die zeigen sollte, 
welche Menge Kupfer von der gleichen Conidienzahl/ml iiberhaupt 
abgebunden werden kann. Die Tab.1 gibt Auskunft iiber die ermittelte 
Kupfermenge, die von den Coni- 
dien einer Suspension gerade 
noch ad- oder absorbiert werden 
konnte, wenn das Metall 2 min 
einwirkte. Kupfer- 

In diesem Versuch waren eg ©O™ 124!) menge 


Tabelle 1. Kupfermengen, die von den Co- 
nidien einer Suspension in 2 min auf- 
genommen wurden 


Menge des Cu, 
das nach 2 min 
in der Suspension 


16 y Cu/ml, die ‘von 6,2 108 Cone Con./ml y Cu/ml enthalten war 
dien/ml abgebunden wurden. 6,2: 108 6 Kein Cu 
Kamen 18 y Cu/ml zur An- — 6,2: 10° 8 Kein Cu 
wendung, so blieben 0,3 Cu/ml 6,2 - 10° 10 Kein Cu 
: ee 6,2 + 108 12 Kein Cu 
nach 2min Einwirkungsdauer des 6,2 - 108 14 eae 
Metalles im Suspensionsmittel. 6,2 - 10° 16 Ken Ca 
Fiir diese 0,3 y Cu/ml hatten die 6,2 - 108 18 0,3 y Cu/ml 
Conidien somit keine Ad- oder 92° 10° 20 2,1 y Cu/ml 


Absorptionsméglichkeiten. 

Es kénnte bei kleinen Mengen Kupfer, mit denen die Conidien reagieren, 
die Meinung aufkommen, da bei dem Verwenden der ,,dichten‘‘ Coni- 
diensuspension nur wenige Kupfermolekiile auf eine Conidie entfallen. 
Ein einfaches Umrechnen zeigt aber, da immer noch rund 10!° Kupfer- 
atome auf eine Conidie kommen und mit den aktiven Oberflachen der 


Spore reagieren k6énnen. 

Mittels Filtrationsmethodik sollte nun weiterhin festgestellt werden, in 
welchem Ausma8 das Metall innerhalb der 2 min wahrenden Einwirkungs- 
zeit von den Conidien gebunden wurde. Methodisch ist folgendermafen 


verfahren worden: 

Fiir den Versuch standen sechs Vakuumfiltrationsapparaturen (G4) zur Ver- 
fiigung, die alle an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen worden sind. Nach dem 
Erreichen einer geniigend groBen Filtrationsgeschwindigkeit (Priifung mittels Aqua 
dest.) ist Kupfer in solchen Mengen in eine Conidiensuspension gegeben worden, 
daB die Conidien alles Kupfer nach 2 min aufnehmen konnten (Pritfung durch 
Kontrollversuch). Nach 20 sec Einwirkungszeit des Metalles ist jedoch schon ein 
Teil der Suspension (5 ml) auf das erste Filter gegossen worden. Nach 40 sec Hin- 
wirkungszeit wurde eine zweite Portion von der Suspension abgetrennt und mit 
einer anderen Filtrationsapparatur filtriert. Nach 60, 75, 95 und 115 sec ist in gleicher 
Weise verfahren worden. Die Filtrate wurden getrennt aufgefangen, in ihnen ist 
anschlieBend mittels NaDDC die Kupfermenge bestimmt worden, die von den 
Conidien bis zur Filtration nicht aufgenommen werden konnte. 


In einer graphischen Darstellung (Abb. 1) sind die Werte aufgetragen, 
die das Kupferbinden der Conidien von Fusarium decemcellulare zeigen, 
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wenn sich in der Suspension 6 - 10° Sporen/ml befanden. Aus Abb.1 ist 
ersichtlich, daB nach 20 sec Einwirkungsdauer des Metalles bereits 6 y 
Cu/ml von den Conidien aufgenommen waren. Weniger als 20 sec Ein- 
wirkungszeit konnte nicht gepriift werden, da die verwendete Methodik 
kein schnelleres Arbeiten zulaBt. Die Grenzen des mikroanalytischen 
Arbeitens sind somit aufgezeigt, 
und kiirzere Untersuchungszeiten 
lassen sich eben nur noch mit der 
Tracer-Methode erreichen. Die Aus- 
sagen, daB entweder nach 1 sec 
(Tracer-Methode) oder nach 5 bis 
10sec (komplexchemischeMethode) 
0 30 60 9 seo 20 betrachtliche Mengen Metall von 
Abb.1. Kupferaufnahmevermégen von Conidien den Conidien gebunden werden, 
des Pilzes Fusarium decemcellulare. Kupfermenge : daB aber je Conidie nur eine be- 
12 y Cu/ml. Keimzahl: 6 - 10° Conidien/m1l . 

stimmte Menge Metall gebunden 
wird, deutet auf eine durch besondere Conidiensubstanzen gegebene 
Schwermetallaffinitaét der Sporen. 


2. Das Wirken des aufgenommenen Kupfers 
auf die Conidienform 

In den eben beschriebenen Versuchen wurde unter anderem gepriift 
wieviel Cu von einer bestimmten Anzahl Conidien aufgenommen werden 
konnte. War nun die Conidienzahl so bemessen worden, da8 alles zur 
Suspension gegebene Metall abgebunden wurde, so interessierte, wo dieses 
Kupfer geblieben ist und welche Veriinderungen das ad- oder absorbierte 
Metall an oder in der Conidienzelle hervorgerufen hat. 

Wirkte das Kupfer erst eine kurze Zeit auf die Conidien ein, so war 
selbst bei starkem Vergr6éBern keine Veri&inderung der inneren Struktur 
der Zelle festzustellen. Es schien lediglich, als hatten die Conidien etwas 
an Lange verloren. Auf dieses Verhalten der Conidien hat schon MpyEr 
(1959) hingewiesen. Da nicht alle Conidien gleich viele Kammern hatten, 
also GréBenvariationen um einen bestimmten Mittelwert aufgefunden 
worden waren, konnten nur genaueste MeBmethoden, angewendet auf 
eine entsprechend groBe Anzahl von Conidien, einen Gro8envergleich 
zwischen normalen und gekupferten Sporen zulassen. 

Mit einem, mittels Objektmikrometer geeichten Okularmikrometer 
wurden die Linge und die Breite von je 200 Conidien gemessen, die 
vorher nicht mit Kupfer behandelt worden waren. AnschlieBend wurden 
200 Conidien der gleichen Suspension, die nun mit 10 y Cu/ml versetzt 
worden war, gleichfalls auf Liinge und Breite kontrolliert. Tab.2 enthalt 
die Werte, die an den gekupferten Conidien sowie fiir die ungekupferten 
festgestellt wurden. 
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Die gekupferten Conidien haben also beinahe !/, ihrer Lange und Breite 
verloren, was nur durch ein vom Kupfer induziertes Schrumpfen der 
Zelle erklarbar ist. Wie es zu diesem eigentiimlichen Schrumpfvorgang 
kommt, lat sich noch nicht erklaren. 

HorsFauu (1956) schrieb, daB bei dem Einwirken von Kupfer eine 
Koagulation des Plasmas der Sporen stattfinde, wobei diinnwandige 
Zoosporen platzen kénn- 
ten, da beim Koagulieren Tabelle 2. Linge und Breite von ungekupferten 


der Protoplast aufquellen und gekupferten Conidien des Versuchspilzes 
Fusarium decemcellulare 


wiirde. Dieser Hinweis von : 
(Mittelwerte aus 200 Messungen) 


HorsFraLtL braucht aber 


nicht fiir alle Koagulations- Ungekupferte Conidien | Linge 70,3 mu + 2,9 
vorgiinge zu gelten, da es (entnommen einer 10 Breite 7,35 4 + 0,17 


beim Koagulieren auch zu meson, pen ; 

prAer Crs Bonabiahwe kon Gekupferte Conidien Linge 61,6 uw + 2,7 
is (10 y Cu/ml; Breite 6,5 uw + 0,16 

ty abi 2 - 10° Conidien/ml) 

Bei den Conidien von 

Fusarium decemcellulare Tabelle 3. Lange und Breite von Fusarium-Coni- 

kam es also beim KEin- dien 12 Std nach der Cu-Einwirkung 

wirken von Kupfer zu einem (Mittelwerte aus 200 Messungen) 

Schrump fen der Soeani ver Gekupferte Conidien Lange 70,76 uw + 2,9 

Zelle. Es interessierte nun, (10 » Cu/ml; Breite 7,6 + 0,165 


obdasSchrumpfenderConi- 2 - 10® Conidien/ml) 
dien von Dauer ist, oder ob 
womoglich spaiter Quellungsvorgange einsetzen. Die gekupferten Conidien 
wurden also 12 Std nach dem Einwirken des Kupfers nochmals gemessen. 
Aus den Werten der Tab.3 ist zu ersehen, daB jetzt ein Quellen fest- 
zustellen war, daB also die ehemals kontrahierten Conidien iiber ihren 
natiirlichen Wert hinaus an Volumen zugenommen hatten. 
Einschrankend soll aber bemerkt werden, daB das Quellen iiber den 
natiirlichen GroBenwert hinaus duBerst geringfiigig war und daB ungekup- 
ferte Conidien, die 12 Std in Aqua dest. lagen, bedeutend starker gequol- 
len waren, was aber mit den Vorgaéngen des Keimens in Zusammenhang 


zu bringen ist. 


3. Der Nachweis des aufgenommenen Kupfers 

Gleichzeitig, neben den beobachteten Schrumpfungserscheinungen der 
Sporen interessiert nun, wo das von den Conidien ad- oder absorbierte 
Kupfer verbleibt. Diese Frage ist deshalb zu stellen, da schon nach- 
gewiesen werden konnte (TROGER 1956, 1957), daB in Conidien, kurze 
Zeit nach der Metallbehandlung, das Kupfer mit Diphenylcarbazon bzw. 
NaDDC nicht mikrochemisch nachzuweisen war. Erst wenn das Metall 
einige Zeit einwirkte (2—3 Std), gelang der Nachweis des Metalles in den 
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metallbehandelten Conidien. Bei diesen Untersuchungen wurde aber 
immer wieder festgestellt, daB, selbst nach 20—30 Std, zwischen den 
kupferpositiven Conidien noch einzelne Sporen lagen, die nicht mit dem 
Kupferindicator reagierten. Der Kupfernachweis in den Conidien war 
dabei von der Konzentration des gebotenen Kupfers abhiingig, d. h. je 
mehr Kupfer gegeben wurde, desto eher und desto starker reagierten die 
Conidien kupferpositiv. 

Der Kupfernachweis im Innern aller gekupferten Conidien gelang 
sofort, wenn die Sporen entweder mit Urethanen (bei einer cH* von 
pu 10,0) versetzt oder mit Hitze getétet wurden (Tr6GER 1956). Bei 
Versuchen mit Gemischen von kolloidalem Schwefel und Kupfersalzen 
konnte Mryer (1959) ahnliche Effekte erzielen. Vom gleichen Autor 
wurde auch festgestellt, daB in den Schleimsubstanzen, die den Conidien 
aufliegen, das Metall angesammelt wird und sofort nach der Zugabe des 
Metallsalzes mit Diphenylcarbazon nachzuweisen war. 

Dem eigenartigen Verhalten der gekupferten Conidien beziiglich des 
Metallnachweises muBte nun weiter nachgegangen werden. Da das 
Metall in den gekupferten Conidien mit den gebrauchlichen Indicatoren 
sofort nach der Metallbehandlung nicht zu reagieren scheint, wurde ver- 
mutet (TR6GER 1956), daB das Kupfer von den Conidienenzymen in den 
einwertigen Zustand reduziert wird und sich so dem Nachweis entzieht. 
Auf einwertiges Kupfer sprechen bekanntlich die von mir verwendeten 
Indicatoren nicht an. Schon damals konnte aber mit Hilfe von 2,9-Di- 
methyl-1,10-phenanthrolin kein einwertiges Kupfer in den gekupfer- 
ten Conidien nachgewiesen werden. Es wurde deshalb gefolgert, daB die 
gekupferten Conidien das Metall auf irgendeine noch unbekannte Art 
und Weise ,,inaktiv‘‘ festlegen. 

Ergénzend zu diesen Untersuchungen soll hier noch erwahnt werden, 
da mir inzwischen noch 2,2-Dichinoyl als Reagens fiir Cuproionen zur 
Verfiigung stand. Auch mit dieser Substanz konnte kein einwertiges 
Kupfer in den Conidien aufgefunden werden. 

AnlaB zu weiteren Untersuchungen waren nun einmal das Verhalten 
der ,,gekupferten‘‘ Conidien beim Erhitzen und zum anderen die Befunde, 
die oben erlaéutert wurden, daB die Conidien aus dem Suspensions- 
mittel innerhalb kiirzester Zeit betrichtliche Mengen Metall ent- 
nehmen. Mit Sicherheit konnte also angenommen werden, daB sich 
das Metall irgendwo in oder an der metallbehandelten Conidie befinden 
mu8, denn es wird beim Erhitzen der gekupferten Conidie auch sofort in 
den Sporen mit den Indicatoren nachweisbar. Dieser Kupfernachweis in 
den erhitzten Conidien fallt aber etwas anders aus wie bei Conidien, die 
nicht erhitzt wurden. Der mikrochemische Nachweis des Kupfers in den 
erhitzten Conidien ist nicht sehr intensiv, wobei der farbige Kupfer- 
komplex ziemlich gleichmaBig iiber die gesamten koagulierten Cyto- 
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plasmamassen verteilt ist. Es sind weniger einzelne Bezirke oder Granula 
mit dem Komplex behaftet, als es bei einem ,,normalen“ Kupfer- 
nachweis bemerkt wird. 

Sucht man sich z. B. eine Conidie heraus, bei der 2—3 Kammern schon 
vor dem Erhitzen Cu-positiv reagieren — diese Kammern sind stark 
geschrumpft, das Plasma ist koaguliert; Vergleichsuntersuchungen er- 
gaben bei solchen Zellen immer einen besonders intensiven Kupfer- 
nachweis —, so heben sich nach dem Erhitzen bei Indicatorzugabe die 
Conidienabschnitte mit der schwacheren Kupferreaktion von den intensiv 
gefarbten Kammern eindeutig ab. Aus diesem Ergebnis kann ge- 
folgert werden, daB trotz Erhitzen ein Verlagern des Metalles von 
einer Kammer zur anderen nicht erfolgt und daB die gesamte Conidie 
bei Zugabe von Kupfersulfat sofort das Metall aufnimmt. Ein Teil der 
Conidienkammern speichert jedoch das Kupfer aus bisher unbekannten 
Griinden in besonders starkem MaBe, oder — wie es auch gedeutet wer- 
den kann — in einigen Kammern reagiert das eingedrungene Kupfer 
sofort mit den Indicatoren. In Vergleichsuntersuchungen konnte immer 
wieder beobachtet werden, da8 hauptsachlich in toten Conidienkammern, 
also solchen, deren Plasma koaguliert war und die im Verband der 
Conidie starke Schrumpfungserscheinungen aufwiesen, besonders inten- 
sive Kupferkomplexbildung mit den Indicatoren erzielt werden konnte, 
auch wenn diese Sporen nur kurze Zeit dem Metall ausgesetzt waren. Es 
hat somit den Anschein, daB ,,physiologisch alte‘‘ oder krankhafte 
Conidienkammern — im Gegensatz 
ail pendonifonidieniasvidas Metall Tabelle 4. Das Keimverhalten der 
Rae A : Conidien von Fusarium decemcellulare 
in einer Weise binden, daB es ohne bet verschiedener Anzahl von Conidien 
Schwierigkeit sofort mit den Indi-  j¢ Milliliter. Suspensionsmittel: Aqua 
catoren reagiert. dest. 

In weiteren Versuchen wurde nun (Als VersuchsgefaBe wurden Petri- 
- < ars ; ; aie schalen verwendet. Die Fliissigkeit 
iberpriift, inwieweit die anions war 4 mm hoch eingefiillt.) Bebriitung 
anzahl je Milliliter einer Suspension 12 Std 
einen EinfluB auf den Kupfernach- —————————__—___—— 
weis und die Keimung metallbehan- °° 10° CORIO) Fit) fot puaune 

ney ‘ 5,5-10°Con./ml= 0°/, Keimung 
delter Conidien ausiibt. Als Versuchs- 5,5+104Con./ml—= 0°/, Keimung 
ansditze und als Kontrolle wurden — 5,5- 103 Con./ml = 82°/, Keimung 
Conidiensuspensionen verwendet, die 5,5 - 14% Con./ml = 100°/, Keimung 
alle durch Verdiinnen aus einer 
Stammsuspension hergestellt worden waren. In der Tab.4 ist das Ver- 
halten der Conidien in den Kontrollansatzen aufgefiihrt. 

Aus den Werten der Tab.4 geht hervor, daB sich dicht liegende 
Conidien am Auskeimen behindern. Es ist anzunehmen, daB das gegen- 
seitige Beeinflussen durch ein stoffliches Prinzip geschieht. Kin ab- 
schlieBendes Urteil iiber das Verhalten der Conidien in dichten 
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Suspensionen soll hier noch nicht gegeben werden, da die Versuche dazu 
noch nicht abgeschlossen sind. 

Parallel zu den eben beschriebenen Kontrollen wurde nun ein Teil der 
Conidien aus der gleichen Stammsuspension mit Kupfer versetzt und 
der Kupfernachweis in den metallbehandelten Conidien und deren 
Keimverhalten iiberpriift. Die Tab.5 gibt Auskunft iiber die Ergebnisse 
dieses Versuches. 

Aus der Tab.5 ist zu ersehen, daB bei gleicher Cu-Menge — also bei 
gleicher Giftmenge — aber verschiedenen Conidienzahlen je Milliliter 

die Giftigkeit des Metalles 
Tabelle 5. Der Kupfernachweis wnd das Keimver- unterschiedlich war, was 
halten von Conidien des Versuchspilzes bei ver-  gich bei diesem Versuchs- 


schiedener Anzahl von Con./ml und verschiedenen 


Cu-Mengen ansatz darin duBerte, dab 


Suspensionsmittel: Aqua dest., Bebriitung: scheinbar 3,3 4c Cu/ ml ° uf 
12 Std (VersuchsgefiBe wie bei Tab. 4 beschrieben) 550 Conidien je Milliliter 
] viel weniger giftig wirkten 


Cu-Nachwei ; 
ath oe oat cake Eaters olen dng als dieselbe Menge Kupfer 
» (CB nachi2Std auf 5-108 Conidien/ml. 
Einwirkung P 
y 5 ly Dieses paradoxe Verhalten 
5,5 - 108 $3 39 0 der Conidien gegeniiberdem 
5,5 > 10° 3,3 32 0 Gift klart sich aber sofort 
5,5 + un 3,3 38 55 auf, wenn man den Keim- 
be { hs a i 4 versuch mit Kupfer mit 
; ; dem Ansatz ohne Kupfer 
5,5 + 108 20,0 36 0 = : 
55+ 108 20.0 49 0 (Kontrolle) vergleicht (vgl. 
5,5 > 104 20,0 58 0 Tab. 4). 
5,5 + 108 20,0 72 0 Aus der Tab.5 kann aber 
5,5 - 10° 20,0 92 2 gleichfalls entnommen wer- 


den, daB Kupfer — also das 
Gift — keimstimulierend wirken kann, indem es vielleicht mit dem 
stofflichen Prinzip der Keimungs-Selbsthemmung eine Verbindung 
eingeht und dasselbe dabei entgiftet. Weiterhin kam zum Ausdruck, daB 
Conidien bei geringer Anzahl je Milliliter trotz einer hoch toxischen Menge 
Kupfer im Suspensionsmittel auszukeimen vermégen (20 y Cu/ml auf 
5 +10? Con./ml), wenn sie sich in sehr viel Suspensionsmittel befinden, 
was mit unseren derzeitigen Kenntnissen iiber das Kupferwirken noch 
nicht geklart werden kann. Betrachtet man diese metallbehandelten 
Conidien mikroskopisch, so waren zwar in fast allen Conidien mehrere 
kupferpositive Kammern festzustellen, doch hatten manche Conidien 
aus nicht kupferpositiv reagierenden Kammern ausgekeimt. 
Neben diesen Untersuchungen, die die Keimdichte von Suspensionen 
fiir das Kupferaufnahmevermégen der Conidien von Fusarium decem- 
cellulare beriicksichtigten, wurden nun noch Versuche angesetzt, die 
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sich auf die Verhaltnisse des Quellungszustandes der Conidien und den 
Kupfernachweis in denselben bezogen, da mehrfach abgehandelt wurde 
(GoLDSworTHY u. GREEN 1936, Lowry u. Mitarb. 1957), daB der 
Quellungszustand der Conidien Einflu® auf das Metalleindringen habe. 
Die Tab.6 gibt Auskunft iiber die Ergebnisse der Versuche. 


Tabelle 6. Der Cu-Nachweis und das Keimverhalten von Conidien des Pilzes Fusarium 
decemcellulare, die nach unterschiedlichen Suspensionszeiten mit Cu versetzt wurden 


Cu-Nachweis in den vollstindigen Conidien 


Zeit 
Shaped, oder in einzelnen Kammern a ra 
der Conidien 5 
bis zur Cu- Gabe hn ee ot a 
10 min A 
1 Std rae 
2 Std as 
3 Std 3 
4 Std oe 
5 Std 2 
Kontrolle: ohne Cu 2 


Aus den Werten der Tab.6 ist zu entnehmen, daB die Quellung EinfluB 
auf den Metallnachweis in den metallbehandelten Conidien hat, daB aber 
vom Quellungszustand kein EinfluB auf die Giftwirkung des Kupfers 
ausgetibt wird, was aus dem Keimverhalten der gekupferten Conidien 
hervorgeht. 

Es wurde also festgestellt: Alle kupferbehandelten Conidienkammern 
nehmen das Metall auf. In einigen Kammern ist das Metall sofort nach- 
weisbar. Die meisten Kammern zeigen dagegen keine positive Cu-Reak- 
tion, wenn sofort auf die metallbehandelten Sporen die Kupferindicatoren 
gegeben und wenn die Sporen nicht mit Schwefel, Urethanen und Hitze 
behandelt wurden. Metall befindet sich also in allen mit Metallsalz 
behandelten Conidien, es reagiert aber in den meisten nicht mit den 
Komplexbildnern, die normalerweise zum Kupfernachweis verwendet 
werden. 

Fiir ein Deuten dieser Dinge gibt es nun zwei Moéglichkeiten, wenn 
einmal davon abgesehen wird, daB das Metall reduziert und damit fiir 
die Indicatoren unzugénglich werden kénnte. 

1. Die Indicatoren dringen nicht in die metallhaltigen Conidien- 
kammern ein, wenn nicht bereits das Plasma stark geschadigt ist, oder 

2. Das Metall ist von Conidiensubstanzen so fest komplex gebunden 
worden, daB die Indicatoren diesen Komplexen das Metall nicht zu ent- 
reiBen vermégen. 

Zur ersten These ist zu sagen, daB eine Aufklaérung des Problems sehr 


schwierig ist. Einmal wird es methodisch beinahe unméglich sein, 
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nachzuweisen, daB® z.B. NaDDC bzw. Diphenylcarbazon in die lebende 
Conidie eingedrungen sind, da die Substanzen selbst den Stoffwechsel 
der Conidie beeinflussen, wodurch dann kaum entschieden werden kann, 
ob die Zelle primar durch den Indicator oder das Metall geschadigt 
wurde. Zum anderen ist es mir noch nicht gelungen, eine Conidie, deren 
Protoplast mit den Indicatoren eine positive Kupferreaktion erkennen 
lieB, weiter zu kultivieren. Die Zellen mit positiver Kupferreaktion sind 
abgestorben. Auch mit radioaktiven Indicatoren wiirde dieses Problem 
kaum aufzuklaren sein, da, durch die Methodik bedingt, schwierig zu ent- 
scheiden ware, ob sich die markierten Atome primar in oder an der Zelle 
befinden. Erkennt man diese erste These an, so miiBte aber dazu ein- 
schriankend bemerkt werden, daB durch Hitze, Urethane bzw. Schwefel 
und durch den vom eingedrungenen Kupfer abgewandelten Stoffwechsel 
der metallbehandelten Zelle den Indicatoren der Eintritt in die Conidie 
erméglicht wird. 

Die Probleme der zweiten These sind experimentell leichter anzu- 
packen, da einmal die Versuche der Hitzeeinwirkung auf gekupferte 
Conidien den Nachweis erbracht haben, daB Kupfer in allen metall- 
behandelten Zellen vorhanden ist. Die Schwefel- bzw. Urethanversuche 
lassen sich hier nicht als Beweis anfiihren, da diese Substanzen von sich 
aus toxisch auf die Conidie wirken kénnen, wodurch dann praktisch das 
Kupfer in bereits geschadigte Zellen eindringt. Da8 tote oder geschadigte 
Zellen Kupfer speichern, bzw. mit den Indicatoren sofort nach der Metall- 
zugabe positiv reagieren, darauf wurde schon hingewiesen. Wird also 
angenommen, da den Conidiensubstanzen stark affine Liganden zur 
Komplexbindung des Kupfers zur Verfiigung stehen, so miiBte das 
Kupfer in der Zelle mit Indicatoren aufzufinden sein, die stirker affine 
Liganden zum Metall haben als die Conidiensubstanz selbst. 

Als Indicatoren fiir das Auffinden von Kupfer in den Conidien kénnen 
aber nur Komplexbildner verwendet werden, deren Kupferkomplex 
farbig ist, wobei selbst gelbe, weiBe oder graue Farben nichts niitzen, da 
sie im mikroskopischen Bild nicht eindeutig festzustellen sind. Ungefiarbte 
Komplexe, wie z.B. das Kaliumkupfereyanid, bzw. Chelaplex-Kupfer, 
sind ohne Wert. Diese Einschrankung trifft leider auch auf die Komplex- 
bildner Na-dimethyl- bzw. Na-diiithyldithiocarbamat im gewissen Sinne 
zu. Beide Substanzen binden das Kupfer fester als Diphenylearbazon, 
doch die Farbe des Kupferkomplexes ist — bei kleinen Mengen Kupfer — 
gelb, und dieser Farbton ist im mikroskopischen Bild schlecht von der 
eigentlichen Conidienfarbe zu unterscheiden. Da die primare Kupfer- 
adsorption héchstwahrscheinlich diffus iiber die gesamte Zelloberfliche 
vor sich geht, sind die Kupfermengen, die je Flacheneinheit an der 
Conidie gebunden werden, gering, wodurch dann mit NaDDC keine 
braun gefarbten Kupferkomplexe zustande kommen. 
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Neben Na-dimethyl- bzw. -diaithyldithiocarbamat und Diphenylcarb- 
azon wurden noch Rubeanwasserstoff, Benzoinoxim (Cupron), Kupferron 
(Ammoniumsalz des Phenylnitrosohydroxylamins), Kaliumferrocyanid, 
Chinaldinsaéure, 5,7-Dibrom-8-Oxychinolin, 8-Oxychinolin, Diphenyl- 
carbazid, Isatin und Salicylaldoxim als Cu-Komplexbildner untersucht. 

Die Versuche wurden angesetzt, indem die genannten Substanzen in 
Aqua dest. gelést (20 mg auf 10 ml Aqua dest.) und mit den Conidien- 
Suspensionen (gekupferte Conidien, Einwirkungszeit des Metalles 30 min) 
im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden. Einige der genannten Substanzen 
sind nicht oder nur sehr wenig wasserléslich. Als Lésungshilfe ist dann 
0,3 ml C,H;OH verwendet worden. Andere Lésungsmittel, auch Zugaben 
von Séuren und Laugen zu den Komplexbildnern muBten vermieden 
werden, da diese Substanzen den Stoffwechsel der Conidien von sich aus 
schon schaédigen kénnten, was dann die Nachweisbarkeit des Kupfers 
beeinfluBt und keine Aussagen iiber die Cu-Affinitét der Conidien-Ligan- 
den zulaBt, wie Versuche, die anschlieBend beschrieben werden, erkennen 
lassen. 

Als Versuchsergebnis ist anzufiihren, daB alle genannten Komplex- 
bildner nicht in der Lage waren, das Kupfer der metallbehandelten 
Conidien an sich zu binden, wenn das Metall erst kurze Zeit auf die Spore 
einwirkte. Entweder trifft nun fiir alle diese Substanzen die I. These zu, 
daB die Indicatoren nicht in die intakte Conidie eindringen, was kaum 
glaubhaft ist, da die Substanzen sehr unterschiedlich aufgebaut sind, 
oder man mu annehmen, da’ die Conidiensubstanz gegentiber Cu der 
stirkere Komplexbildner ist und das Metall so maskiert, dap die Indicatoren 
versagen. Kin Erwarmen der Conidiensubstanz iiber 70°C verandert aber 
die Affinitat zum Cu so weit, daB dann die meisten der Indicatoren das 
Cu von der Zellsubstanz entnehmen koénnen. 

In weiteren Versuchen wurde nun mit Chemikalien gearbeitet, die 
einmal Zellgifte sind und zum anderen als oberflachenaktive Stoffe oder 
als Oxydations- bzw. Reduktionsmittel wirken. Ausgehend von der Ver- 
mutung, da der Cu-Nachweis vielleicht nur in bereits geschaddigten 
Zellen mittels der genannten Indicatoren méglich ist, miiBte doch indirekt 
nachzuweisen sein, daB in den kupferbehandelten Zellen wirklich das 
Metall vorhanden ist, daB es als Komplex abgebunden vorliegt, wenn 
nach der Kupferbehandlung erst ein zellschidigender Stoff und darauf 
erst der Indicator auf die Conidien einwirkt. Mit dem Verandern der 
Zellstruktur und damit der Affinitaéten der Zellsubstanz zum Metall 
miiBte die Bindungskapazitat der Zelle soweit geaindert werden kénnen, 
daB die Indicatoren mit dem Cu reagieren. 

In Tab.7 sind die Ergebnisse dieses Versuches zusammengefaft wor- 
den. Es ist ersichtlich, daB mit den oberflachenaktiven Substanzen und 
mit Formol die Struktur, oder anders ausgedriickt, die Komplexaffinitat 
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der Zellsubstanz soweit verindert werden konnte, daB nun das in der 
Conidie befindliche Cu mit den Indicatoren ohne Schwierigkeit reagierte. 
Das teilweise koagulierte Plasma der Conidien reagierte eindeutig 
kupferpositiv. Die Conidienzellwand zeigte eine leicht diffuse Cu-Reaktion. 

Fiir die Versuche sind die gekupferten Conidien 2 min nach der Metall- 
zugabe gewaschen und dann mit z. B. Alkohol (80°/,) versetzt worden. 
Nach 5 min Einwirkungszeit des Alkohols wurden die Conidien durch 


Tabelle 7. Hinwirkung von Chemikalien auf gekupferte Conidien von Fusarium 


decemcellulare 
8 y Cu/ml. Aqua dest. Indicator: Phenylecarbazon 

Kupfernachweis mittels 5 min 15 min 1 Std 2 Std 

Diphenylcarbazon nach o/, + of, + Ops sb. of, + 
Kontrolle 
8 y Cu/ml Aqua dest. _ _ _ 1,2 
Methylalkohol 85°/, 100 100 100 100 
Athylalkohol 85/, 100 100 100 100 
Aceton 80 °/, 100 100 100 100 
H,0, 0,1°/,ig — — i St 48 
Hydrazinsulfat 0,1°/ jig _ _ _ -- 
Formol 1°/,ig 3 52 78 96 


Waschen in Aqua dest. tiberfiihrt und mit dem Cu-Indicator versetzt. 
Die gleichen Ergebnisse lassen sich auch erzielen, wenn der Cu-Indicator 
gleich im Alkohol gelést wird und diese Lésung dann auf die Conidien 
einwirkt. Der farbige Cu-Komplex kommt bei Anwendung dieser Metho- 
dik aber in den Conidien erst zustande, wenn die Sporen in Wasser iiber- 
fiihrt werden. 


Diskussion der Ergebnisse 

Miniter, McCauian u. WEED (1954) und Mrmr u. McCarnan (1955, 
1957) sowie OWENS u. MILLER (1957) hatten mittels radioaktiver Isotope 
festgestellt, dafS Sporen verschiedener Pilze in kiirzester Zeit Metall an 
sich binden. Fiir die Sporen des Pilzes Fusariwm decemcellulare konnte 
mit Hilfe einfacher mikroanalytischer Methoden derselbe Sachverhalt 
fiir das Metall Kupfer (als CuSO,) festgestellt werden. Die angewendeten 
Methoden der Mikroanalyse mit Schwermetallkomplexbildnern geben 
aber — im Gegensatz zu den Tracer-Methoden — die Méglichkeit, das in 
die Spore eingedrungene Metall auch in der Spore lokalisiert festzustellen. 
Owens u. MriuErR (1957) versuchten Ahnliches, doch muBten sie die 
markierten Sporen erst mechanisch zerstéren und die Lokalisation des 
radioaktiven Metalles in Sporenfraktionen (mittels Ultrazentrifuge 
erlangt) ermitteln. In der Einleitung wurde schon darauf hingewiesen, 
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daB diese Methode keine Garantie dafiir bietet, wo das Metall vor dem 
Zerstéren der Zelle wirklich an oder in der Spore gewesen ist. Es ist ein- 
zusehen, daB beim Homogenisieren der Conidie selbstverstindlich die- 
jenigen Zellsubstanzen das Metall binden, die die gréBten Affinititen 
zum Metall haben. Diese Affinitaéten brauchen dabei aber erst beim 
Homogenisieren der Spore fiir das Metall zuginglich zu werden oder zu 
entstehen. OWENS u. MILLER (1957) haben zwei Vorginge miteinander 
gekoppelt, einmal das Schadigen der Spore durch das ad- oder absor- 
bierte Metall und zweitens die letalen Strukturinderungen durch das 
Homogenisieren der Sporen. Meines Erachtens ist es ohne weiteres ein- 
leuchtend, dais die genannten Autoren in der Partikelfraktion der 
Sporenzellwande kaum Metall fanden, wenn die Sporen vorher mit 
Metallsalzen behandelt und anschlieBend homogenisiert wurden. Die 
metallaffinen Gruppen der Eiweife und Aminosduren des Cytoplasmas 
haben ja bekanntlich bedeutend groéBere Bindungskapazitaten fiir Me- 
talle als die Zellwandbestandteile. Beim Homogenisieren ist aber ein 
Abtausch des Metalles, das z. B. an der Zellwand lokalisiert sein kann, 
zum Cytoplasma ohne weiteres méglich. 

Versetzt man dagegen metallbehandelte Conidien mit Schwermetall- 
komplexbildnern, die mit dem betreffenden Metall einen gut sichtbaren, 
farbigen Komplex eingehen, dann ist das Metall mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit dort in der Zelle zu finden, wo es wirklich sitzt, wenn 
gewahrleistet ist, daB einmal der Indicator in die Zelle eindringt und der 
Metallkomplex in oder an der Zelle sichtbar ist. Daf der Nachweis von 
Kupfer in Pilzsporen mit Komplexbildnern gefiihrt werden kann, haben 
meines Wissens das erstemal eindeutig GoLDSWoRTHY u. GREEN (1936) 
gezeigt. Bei den Versuchen der genannten Autoren konnte nur nicht 
entschieden werden, ob der farbige Cu-Komplex in die Sporen ein- 
gedrungen und ob das Cu in lebende bzw. tote Sporen eingedrungen war. 

Die Sporen des Pilzes Fusarium decemcellulare eignen sich nun ganz 
besonders fiir ein Beantworten der eben gestellten Fragen (TROGER 1956, 
1957). Dariiber hinaus lieBen sich auch die Probleme der Metallaufnahme 
durch Sporen methodisch relativ einfach bearbeiten, wobei zum Aus- 
druck kam, daB die Spore des Pilzes Fusariwm decemcellulare nur eine 
ganz bestimmte Aufnahmekapazitat fiir Metalle hat. Je Spore wird nur 
eine bestimmte Menge Metall gebunden, und es ist deshalb einleuchtend, 
daB bei Fungiciduntersuchungen die Sporenanzahl je Milliliter Suspen- 
sion eine der wichtigsten Versuchsgré8en ist. Wird den Pilzsporen mehr 
Metall geboten, als gebunden werden kann, so bleibt das Metall in der 
Suspension. Wie diese Metallmengen auf die bereits metallgesdttigten 
Conidien einwirken, ist noch nicht eindeutig bekannt. 

Die in dieser Abhandlung vorgenommenen Untersuchungen iiber das 
Wirken von CuSO, auf die Conidien von Fusarium decemcellulare wurden 
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stets so ausgefiihrt, daB die Conidien alles in die Sporensuspension 
eingebrachte Metall abbindenkonnten, wobei die Untersuchungsergebnisse 
bestiitigt wurden, die von mir (TROGER 1956, 1957) schon friiher zu 
Problemen der Metallaufnahme und des Metallnachweises in Pilzsporen 
veroffentlicht wurden. Die weitergefiihrten Versuche zeigten nun, daB 
die Spore, wenn sie mit Metall (CuSO,) behandelt wird, an Volumen ver- 
liert. Meyer (1959) hatte auch schon auf dieses Verhalten der metall- 
behandelten Sporen hingewiesen. Eine Analyse der Dinge fiihrt zu 
dem Schlu8, daB eigentlich schon der Schrumpfvorgang der metall- 
behandelten Spore, der als erste Reaktion der Spore, als erster Schaden 
aufgefaBt werden kann, ein Beweis dafiir ist, daB das Metall in die 
Spore eingedrungen sein mu. Es schrumpfen selbst solche Zellen, die 
mit Metallmengen behandelt wurden, die ein Weiterleben und Aus- 
keimen der Conidien noch gestatten. Bei der Kupferabsorption der 
Zelle kommt es also immer zu Schrumpferscheinungen, auch wenn die 
Zelle dann das Metall entgiften kann. Schrumpfen kann eine Spore nur, 
wenn Wasser austritt, wenn sich die Adsorptionsflachen des Cytoplasmas, 
also die Struktur des wasserfiihrenden Inhaltes des Systems Zelle ver- 
andern, wenn also die Dispersitat des Kolloid-Systems Zelle vom Normal- 
zustand abweicht. Diese These stimmt auch mit den Ergebnissen iiberein, 
die mittels Komplexbildner erzielt wurden. Auch bei diesen Versuchen 
kam zum Ausdruck, daB das Metall keinesfalls langere Zeit von der 
Zellwand gebunden wird. Die eigentlichen Affinitéten zum Metall sind 
im Cytoplasma lokalisiert und dort héchstwahrscheinlich an der Ober- 
flache. Die Conidien von Fusarium decemcellulare miissen dabei Affini- 
taten zum Metall Kupfer haben, die bedeutend gréBer sind als die 
Affinitaten der uns bekannten Cu-Komplexbildner, die in der Mikro- 
analyse verwendet werden. Es konnte beobachtet werden, da Hitze, 
oberflachenaktive Stoffe, Schwefel und andere Zellgifte die Metall- 
affinitaéten der Zellsubstanz soweit verdindern, daB die bekannten Cu- 
Indicatoren mit dem Metall, das in die Conidien eingedrungen war, 
ohne Schwierigkeit reagieren. 

Weiterhin ist bemerkenswert, daB der Metallnachweis in der unbehan- 
delten, aber gekupferten Conidie erst dann zu gelingen scheint, wenn die 
Conidie bereits letal vom Metall geschidigt ist. Durch das giftige, in die 
Conidie eingedrungene Metall miissen sich also in einer Sekundirreaktion 
die Strukturen der Zelle, bzw. die Metallaffinitaéten der Conidien- 
substanz innerhalb von 1—2 Std so weit andern, daB sich die Bindungs- 
stirke der Conidiensubstanz zum Metall vermindert, wodurch dann 
die Indicatoren mit dem Metall reagieren. Es hat somit den Anschein, 
daB das Abtéten der Zelle eine gewisse Zeit dauert. Untersuchungs- 
ergebnisse, die diese Anschauung bestatigen, werden an anderer Stelle 
verdffentlicht. 
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Zusammenfassung 


1. Mittels komplexchemischer Methoden wurde nachgewiesen, daB 
Conidien von Fusarium decemcellulare, die in CuSO,-haltigen Lésungen 
suspendiert wurden, innerhalb kiirzester Zeit (5—10 sec) betrachtliche 
Mengen Metall an sich binden. 


2. Die Conidien miissen spezifische Affinitaten zum Kupfer haben, 
da je Conidie — den gewahlten Versuchsbedingungen entsprechend — 
nur bestimmte Metallmengen abgebunden wurden. 


3. Alle Conidien einer metallhaltigen Suspension nehmen das Metall 
auf. In ,,physiologisch alten‘‘ bzw. geschaédigten Conidien (Schwefel, 
Urethane, Hitze) ist das Metall sofort nach der Metallzugabe in der 
Spore mit Hilfe von Kupferkomplexbildnern nachzuweisen. In lebenden 
Conidien gelingt der Cu-Nachweis erst 2—3 Std nach der Metallzugabe. 


4, Durch Versuche mit Kupferkomplexbildnern konnte ermittelt wer- 
den, da8 die Bindungsaffinitaét der Conidien-Substanz zu Cu starker ist als 
die der verwendeten Indicatoren. 


5. Durch das Wirken des aufgenommenen Kupfers in der Zelle werden 
die Affinitaten der Conidien-Substanz zum Metall Kupfer vermindert, 
wodurch der Nachweis des Kupfers 2—3 Std nach der Metallzugabe 
moglich wird. 

6. Die Metallaffinitaten der Conidien lassen sich — auBer mit Schwefel, 
Urethan und Hitze — auch mit Hilfe von oberflichenaktiven Substanzen 
und Zellgiften (Formol) verringern. 

7. Im einwertigen Zustand war Kupfer in metallvergifteten Conidien 
nicht aufzufinden. 

8. Die lebende Conidie schrumpft bei Zugabe von Kupfer. 


Literatur 


CHaIne, E.: L’action catalique des bouillies cupriques. Progr. Agric. et Vitic. XCI, 
16, 380 (1929). 

Frear, D.: Chemistry of insecticides, fungicides and herbicides. Toronto, New York, 
London: D. v. Norstrand Comp. Inc. 1949. 

GotpswortHy, M. C., and E. L. Gremn: Availability of copper of bordeaux 
mixture residues and its absorption by the conidia of Sclerotinia fructicola. J. 
Agr. Res. 52, 517 (1936). 

HorsFa., J. G.: Fungicides and their action. Waltham, Mass. (USA) 1945. 

HorsFati, J. G.: Principles of fungicidal action. Waltham, Mass. (USA) 1956. 

Lowry, R. J., A. S. Sussman and B. v. B6ventER: Physiology of the cell surface 
of Neurospora ascospores. III. Distinction between the adsorptive and entrance 
phases of cation uptake. Mycologia (N.Y.) 49, 609 (1957). 

Meyer, H.: Untersuchungen iiber die fungicide Schwefelwirkung, den Synergismus 
der Kombinationen von Schwefel mit Kupfer-, Blei-, Cadmium- und Quecksilber- 
salzen und iiber den Antagonismus zwischen Schwefel und Mangansulfat, aus- 
gefiihrt an Conidien von Fusarium decemcellulare (Brick). Doktorarbeit. 


Universitat Jena, 1959. 


150 Troéerr: Kupferaufnahme u. -nachweis b. Conidien v. Fusarium decemcellulare 


Miter, L. P., S. E. A. McCanuan and R. M. Weep: The use of radioisotopes in 
studying the affinity of various toxicants for fungus spores. Radioisotope Con- 
ference 1954, 381 (1954). 

Miter, L. P., and 8. E. A. McCatuan: Use of radioisotopes in tracing fungicidal 
action. Int. Confer. on the peaceful use of atomic energy A/Conf. 8/P/100 USA. 
8. June 1955. 

Mitter, L. P., and 8S. E. A. McCatian: Toxic action of metal ions to fungus 
spores. Agric. and Food Chemistr. 5, 116 (1957). 

Owens, R. G., and L. P. Minter: Intracellular distribution of metal ions and 
organic fungicides in fungus spores. Contr. Boyce Thomps. Inst. 19, 177 (1957). 

TrOGER, R.: Studien itiber die fungicide Kupferwirkung bei Fusarium decem- 
cellulare. Arch. Mikrobiol. 25, 166 (1956). 

TroGER, R.: Studien tiber die Kupferaufnahme in Conidien von Fusarium decem- 
cellulare. Arch. Mikrobiol. 26, 415 (1957). 

VILLEDIEU, G., et MME VittEpIEv: Action des oxydes insolubles sur le mildiou de 
la pomme de terre (Phytophthora infestans) C. R. Acad. Sci. (Paris) 176, 534 
(1923). 

VILLEDIEU, G., et MME VILLEDIEU: D’action des solutions de sulfate de cuivre 
sur le mildiou. C. R. Acad. Sci. (Paris) 179, 1345 (1924). 

WoLLenweBER, H. W., u. O. A. Rernxine: Die Fusarien. Berlin: Parey-Verlag 
1935. 


Archiv fiir Mikrobiologie 37, 151—160 (1960) 


From the Department of Botany, University of Maryland, College Park, Maryland, 
U.S.A. 


Photosynthetic Activity in Synchronized Cultures of Algae 
and its Dependence on Light Intensity 


By 
CONSTANTINE SOROKIN 


With 6 Figures in the text 
(Received July 2, 1960) 


Photosynthetic activity in the course of the life cycle has been found 
to vary with the developmental status of cells (Tamrya et al. 1953; 
Niet et al. 1954; Sorokrin and Mymrs 1954; Soroxrn 1957; Bonaurs 
1958; LORENZEN 1959). The observed changes in photosynthetic rates 
may greatly depend on environmental conditions, both those existing 
during the experiments and those of periods prior to actual measurements 
of photosynthesis (SARGENT 1940; Mymurs 1946; SoroxKin 1958). Effects 
of environmental factors during observations are superimposed on inter- 
nal cellular characteristics which depend on the developmental status of 
cells and on conditioning of the cells prior to the start of observations. 
It seemed desirable to examine the effects of the age of the cells and of 
light intensity during measurements of photosynthesis, in one experimen- 
tal set-up. 

Material and Methods 


The work was done with the high-temperature strain, Chlorella 7—11—05 
(Soroxry and Myers 1953; Soroxin 1959). Cells were grown in a continuous- 
culture apparatus (Myrrs and CiarK 1944) in a medium containing major elements 
and micronutrients (SoRoKIN and Krauss 1958). Carbon dioxide was supplied by 
bubbling through the algal suspension 4 per cent carbon dioxide in air mixture. 
Light intensity from incandescent lamps, as measured at the surface of the growth 
chamber, was 1,000 foot-candles. Temperature was kept at 39°C. To obtain syn- 
chronized cultures cells were given daily intermittent illumination — 9 hours 
light and 15 hours darkness. After 2 or 3 cycles of the light-dark regimen more 
than 99 per cent of the cells at the end of the dark period were in the stage of small 
daughter cells, autospores. When illuminated these cells started growing simul- 
taneously. A high degree of synchronization was presumably maintained during 
the whole life cycle. The age of the cells was expressed in hours of continuous 
illumination given to this algal suspension. 

For photosynthesis measurements cells of a predetermined developmental stage 
were harvested, centrifuged, and resuspended in 0.02 M potassium dihydrogen 
phosphate buffer at px 4.5. Flasks filled with the algal suspension were gassed with 
6 per cent carbon dioxide in air mixture and placed in the Warburg bath thermo- 
stated at 39°C. Incandescent lamps mounted beneath the glass bottom of the 
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bath served as a source of light. Variations in light intensity were provided by 
neutral filters attached to the bottoms of the reaction vessels. Light intensity was 
measured at the level of the reaction vessels. The work was done with the one- 
vessel technique (UMBRETIT et al. 1957), and a predetermined assimilatory quotient 
(SoroKIN 1960a) was used for calculations of oxygen exchange. To allow tempera- 
ture adjustment flasks were shaken at a given temperature and light intensity for 
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Fig. 1. Rates of photosynthesis for cells of successive developmental stages of Ch. pyrenoidosa 

strain 7—11—05, as dependent on light intensity during photosynthesis measurements. The rates 

are corrected for dark respiration and expressed in mm* O,/mm®* packed cells and hour. The 
developmental stages of cells are indicated on the curves in hours of continuous illumination 


10 minutes before readings were started. Measurements of the gas exchange during 
the following 30 minutes were corrected for dark respiration and expressed in 
volumes of photosynthetically produced oxygen per unit volume of packed cells 
(mm®) or per unit of dry weight (mg) per hour. 

Determinations of the packed cell volume were made parallel to photosynthetic 
measurements. The volume of packed cells per milliliter of algal suspension was 
determined by centrifuging aliquots of the original cell suspension in calibrated 
capillary tubes. Determinations of the dry weight of cells were made in specially 
conducted experiments. A known volume of the suspension from the growth 
chamber was centrifuged, washed in distilled water, centrifuged again and, after 
being transferred into a crucible, dried at 100°C to a constant weight. 
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Results 
Photosynthetic activity as dependent on the developmental stage of 
the cells computed on the basis of packed cell volume (Fig. 1) and of 
dry weight (Fig.2), was plotted against light intensity during measure- 
ments of photosynthesis. The saturating light intensity for photosyn- 
thesis does not differ with the mode of calculation. For 0-hour cells it is 
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Fig. 2. Rates of photosynthesis for cells of successive developmental stages of Ch. pyrenoidosa, 

strain 7—11—05, as dependent on light intensity during photosynthesis measurements. The rates are 

corrected for dark respiration and expressed in mm* O,/mg dry weight and hour. The developmental 
stages of cells are indicated on the curves in hours of continuous illumination 


achieved at 1,500 foot-candles. It increases rapidly with the age of the 
cells. For 2-hour cells it is above 2,200 foot-candles. With further progress 
in cell development the saturating light intensity goes down. It is 
1,700 foot-candles for 4- and 6-hour cells and 1,500 foot-candles for 
8-hour cells (Table 1). 

Bound with the capacity to utilize higher levels of incident energy are 
photosynthetic rates at saturating and half-saturating intensities. Cal- 
culated on either basis, the rates are highest for 2-hour cells (Table 1). 
It should be pointed out that, since light saturation was not achieved 
for 2-hour cells, the maximum and half-saturating rates are probably 
somewhat higher than the rates observed. In younger and older cells 
photosynthetic activity is much lower. The degree of the difference 
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depends on the basis adopted for computing photosynthetic rates. If 
calculated on the packed cell volume basis, the saturating and half-satu- 
rating rates for 8-hour cells constitute, respectively, 62 and 55 per cent of 
the rates for 2-hour cells. The corresponding rates calculated on the dry 
weight basis constitute only 52 and 46 per cent of the rates for 2-hour cells. 


Table 1. Saturating light intensities and rates of photosynthesis at light saturation and 
at half-saturation for cells of successive developmental stages of Chlorella, strain 
7—11—05 


Rate of photosynthesis in mm* of O, per hour per unit of 


Develop- Saturati : 

mental peek uae ing Packed cell volume (mm*) Dry weight (mg) 

stage of light intensity, 

cells, hours | f00t-candles At light At half At light At half 
saturation saturation saturation. saturation 

0 1500 109 66 500 290 
2 > 2200 > 169 > 115 > 616 > 410 
4 1700 151 90 514 295 
6 1700 140 89 457 280 
8 1500 105 63 322 190 


The importance of the illuminance factor during measurements of 
photosynthesis and of the basis used for computing photosynthetic rates 
in the evaluation of photosynthetic capacity at different stages of cell 
development is emphasized by Fig.3 and 4. At 2,200 foot-candles 2-hour 
cells have a great advantage over both younger and older cells. Owing to 
lower saturating intensities these cells are unable to use light intensities 
higher than 1,500 —1,700 foot-candles. However, the higher photosynthet- 
ic activity of 2-hour cells does not depend entirely on their capacity to 
utilize higher levels of incident energy. At 1,500 foot-candles—an illu- 
minance close to the average saturating intensity for 0-, 4-, 6-, and 8-hour 
cells —the 2-hour cells still have greater capacity for photosynthesis than 
younger or older cells. At this light intensity 2-hour cells have a greater 
advantage over younger cells if photosynthetic rates are computed on 
the packed cell volume basis (Fig.3). The rates computed on the dry 
weight basis for 0- and 2-hour cells differ less, though they are definitely 
higher than those for older cells (Fig.4). At 800 foot-candles—a light 
intensity close to half saturation of 0-, 4-, 6-, and 8-hour cells—the 
advantage of 2-hour cells is not so great as at higher light intensities. 
Particularly when calculated on the dry weight basis, the photosynthetic 
rates for the 0- and 2-hour cells are very close (Fig.4). However, even at 
this light intensity the 0- and 2-hour cells are definitely superior in photo- 
synthetic capacity to the older cells. 

Another photosynthetic characteristic is the slope of the light depend- 
ent portion of the light intensity curve. It gives an indication of the 
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relative efficiency of utilization of the additional increments of incident 
energy. The slopes of the curves for cells of successive developmental 
stages, expressed as changes («’s) in the rate of photosynthesis with the 
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Fig. 3. Rates of photosynthesis in the course of cel] developmentin Ch. pyrenoidosa, strain 7—11—05 
The rates are corrected for dark respiration and expressed in mm* O,/mm* packed cells and hour. 
The light intensities during photosynthesis measurements are indicated on the curves in foot-candles 
Fig. 4. Rates of photosynthesis in the course of cell development in Ch. pyrenoidosa, strain 7—11—05 
The rates are corrected for dark respiration and expressed in mms O,/mg dry weight and hour. The 
light intensities during photosynthesis measurements are indicated on the curves in foot-candles 


100 foot-candle changes in light 
intensity, are given in Table 2. 
Regardless of whether the cur- 
ves are calculated on the packed 
cell volume or the dry weight 
basis, the steepness of the slope 
is greatest for 4-hour cells. The 
efficiency of utilization of the 
additional increments of in- 
cident energy is less for both 
younger and older cells. It is 
the lowest in 8-hour cells. 

It should be pointed out 
that in synchronized suspen- 
sions the beginning of cell 


Table 2. Steepness of the slopes of the light 
dependent portions of the light intensity curves 
for photosynthesis in terms of (~) change im 
the rate per 100 foot-candles of the increase in 
light intensity for cells of the successive devel- 
opmental stages of Chlorella, strain 7 —11—05 


Change («) in the rate of photo- 
synthesis in mm® of O, per hour 
per 100 foot-candles as obtained 


oe from curves calculated on the 
h basis of 
ours 
Packed : 
I 
cell volume tO es 
eh al Re ee 
0 6.2 29.3 
2 7.4 28.0 
4 7.6 32.4 
6 6.0 24.8 
8 5.6 18.4 
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division, as judged by rupturing of the mother cell wall, is first 
observed in only a few cells. Under the conditions of these investi- 
gations the majority of cells remained undivided even after 10 hours of 
illumination. Actually, if left in light, many cells of the originally syn- 
chronized suspension will grow beyond 10-hour age since cell divisions 
in light are spread over a considerable period of time. Measurements of 
photosynthetic characteristics were discontinued in these experiments 
after 8 hours of illumination. It seemed reasonable to inquire on the 
extent of changes in photosynthetic characteristics in cells older than 
8 hours. The approximate values of photosynthetic characteristics for 
10-hour cells are obtained by extrapolation in Fig.5 and 6. In Table 3 
these values are compared with the highest values recorded during the 
life cycle of the cells. The saturating light intensity for 10-hour cells is 
expected to constitute only 65 per cent of the highest value, recorded for 
2-hour cells. The rate at light saturation, depending on the mode of 
computation, may drop to 45 per cent on the packed volume basis and 
to 36 per cent on the dry weight basis. The rate at halfsaturation may be, 
respectively, as low as 39 and 30 per cent. The efficiency of utilization of 
the additional increments of incident energy (slope of the light limited 
portion of the light intensity curve) may constitute in 10-hour cells 
68 per cent on packed cell volume or only 38 per cent on dry weight basis 
of the highest values recorded during the life cycle. 


Discussion 

The reported variations in photosynthetic activity in cells of different 
developmental stages (Table 3) do not show actual amplitude of changes 
in cell characteristics during the life cycle. The ,,highest’’ values to 
which the comparison was made (‘Table 3) are really somewhat lower than 
those expected at light saturation of 2-hour cells since light saturation 
for these cells was not attained in these experiments. The 10-hour values 
are not the lowest. Many cells continued the aging process without cell 
division beyond the 10-hour period and in these cells photosynthetic 
characteristics hit an even lower level. Therefore, the decline in photo- 
synthetic capacity of cells in the process of cell development can be 
expected to proceed in older cells to lower values than those given in 
Table 3. 

Individual cells in non-synchronized algal suspensions under contin- 
uous illumination are allowed to proceed to the end of their life cycles, 
and in some cells the metabolic activity may reach a very low level. 
Since cellular characteristics for non-synchronized populations are aver- 
ages from the characteristics of individual cells, these very low values of 
metabolic activity in older cells are expected to be counterbalanced by a 
very high level of activity in younger cells. Therefore, the amplitude of 
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changes in metabolic activity during the life cycle is expected to be larger 
in non-synchronized population, and the recovery of the activity from 
its lowest level at the time of cell division is expected to be more dramatic 
than it is observed to be with the synchronization technique. 


Table 3. Approximate (extrapolated) values for photosynthetic characteristics of the 
10-hour cells in synchronized suspensions of the high-temperature strain, Chlorella 
7—I1—05, compared with the highest values obtained during the life cycle 
ee eee ee ee eee 


ictrae Values 
polated for 
Photosynthetic Basis for é { Highest |Record-) values tO s100r 
characteristic computation Unit of measurements values ed for | for 10- | Cells in 
hour oe hee! 
oO e€ 
ues highest 
Light saturat-| Packed cell | foot-candle > 2200 |2-hour| 1440 | <65 
ing intensity | volume or cells 
dry weight 
Rate at light | Packed cell | mm? O,/mm3 cells/ >169 |2-hour)) 75 | <45 
saturation volume hour cells 
Rate at light | Dry weight | mm? O,/mg cells/ >616 |2-hour| 225 | <36 
saturation hour cells 
Rate at half- | Packed cell | mm* O,/mm% cells/ >115 |2-hour} 45 | <39 
saturation volume hour cells 
Rate at half- | Dry weight | mm? O,/mg cells/ >410 |2-hour} 125 | <30 
saturation hour cells 
Slope of the | Packed cell | mm? O,/mmi? cells/ 7.6 |4-hour 5.2] 68 
light limited | volume hour cells 
portion of the 
curve (a) 
Slope of the | Dry weight | mm? O,/mg cells/ 32.4/4-hour; 12.2) 38 
light limited hour cells 
portion of the 
curve («) 


Rates of photosynthetic gas exchange may change with the basis 
adopted for calculations. By comparing photosynthetic rates computed 
on the basis of packed cell volume and dry weight Boncmrs (1958) came 
to the conclusion that the amplitude of fluctuations in the course of cell 
development is much smaller for rates calculated on the dry weight basis. 
The ratio between dry weight and volume of cells does not remain con- 
stant in cell development (SoroKIN 1957; BoncErs 1958). It changes in 
favor of dry weight. However, this factor works in the direction contem- 
plated by Bonesrs only during the first portion of the life cycle, when 
the activity is rising. Bonaurs did not continue his measurements long 
enough to see the full effect of this phenomenon. From Fig.5 and 6 and 
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Table 3 it is seen that as photosynthetic activity declines values obtained 
on the dry weight basis indicate a larger amplitude of fluctuations than 
those computed on the packed cell volume basis. 
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Fig. 5. Photosynthetic characteristics in the course of cell development in Ch. pyrenoidosa, strain 

7—11—05. Symbols as follows: light saturating intensity, crosses; rate of photosynthesis at light 

saturation, circles; rate at half-saturation, triangles; slope of the light dependent portion of the light 

intensity curve («), squares. Light saturating intensities in foot-candles. Rates of the corrected for 

the dark respiration photosynthesis in mm*O,/mm* packed cells and hour. Slopes of the light depend- 

ent portions of the light intensity curves in changes in the photosynthesis rates per 100 foot-candle 
change in light intensity. Data for 10-hour cells obtained by extrapolation 


Two other possible bases for calculations of photosynthetic activity — 
nitrogen and. chlorophyll content—can be examined as to their effects on 
the general picture of changes in the activity during the life cycle. 
Nitrogen content may undergo little change in the course of cell devel- 
opment, as it was in measurements by Japanese workers (HAsz et al. 
1957), and yet photosynthetic activity invariably declines toward the 
end of the life cycle (Nir et al. 1954). Chlorophyll content decreases in 
the course of cell development (Nruer et al. 1954; Sorokrn 1960b). 
However, the decrease is smaller than that for the photosynthetic rate 
and the difference between the activity of younger and older cells, if 
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calculated on the chloro- 
phyll basis, remains well — 600} 
pronounced (Nruer et al. 
1954; SoROKIN 1960b). 

This takes much of the 
weight from the statement 
that “‘the photosynthetic 
activity during cell de- 
velopment and  multipli- 
cation remains constant, if 
referred to a reliable index 
of photosynthetically active 
cell components” (BONGERS 
1958). To say that the photo- 
synthetic activity depends 
on photosynthetically active 
cell components would be a /00 t | 12 
tautology. It has been shown ie | | 
that the photosynthetic ¥ 
activity and the amount of fue ed L E io 
these photosynthetically Age of cells, hours 
active cell components may } ; sneha 

Fig. 6. Photosynthetic characteristics in the course 


have no direct relations of cell development in Ch. pyrenoidosa, strain 7—11—05, 


to changes in acked cell Symbols as follows: rate of photosynthesis at light 
Pp ; saturation, cireles; rate at balfsaturation, triangles; 
volume, dry weight, or slope of the light dependent portion of the light inten- 


: : sity curve («), squares. Rates of the corrected for dark 
nitrogen and only remote respiration photosynthesis in mm* O,/mg dry weight and 
relations to the chlorophyll hour. Slopes of the light dependent portions of the 


f h ll T light intensity curves in changes in the photosynthetic 
content of the cell. he rates per 100 foot-candle change in light intensity. 


limitations of photosynthetic Data for 10-hour cells obtained by extrapolation 
activity in the course of cell 

development have not even been shown to be located within the photo- 
synthetic mechanism. A search for the location of this limitation may 
bring closer the solution of the mystery of cell development. 
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Summary 


Photosynthetic capacity at several levels of illuminance was investi- 
gated in cells of the successive developmental stages of the high tempera- 
ture strain, Chlorella 7—11—05. The saturating light intensity, rates of 
photosynthesis at light saturation and at half-saturation, and the slope 
of the light dependent portion of the light intensity curves were proved 
to be bound with the developmental status of cells. The effect of the 
choosing of the basis for calculations of photosynthetic activity —whether 
packed cell volume, dry weight, nitrogen, or chlorophyll content —was 
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discussed. The fact was stressed that with the available synchronization 
technique the observable amplitude of changes in metabolic activity in 
the course of cell development is a minimal one and the actual fluctua- 
tions in photosynthetic rates in non-synchronized suspensions in the 
course of the life cycle of the individual cells are expected to be higher 
than those recorded for synchronized populations. 


This is a scientific Article A 861, Contribution No. 3161 of the University of 
Maryland Agricultural Experiment Station. 
The work has been supported by funds from the Office of Naval Research. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Frankfurt am Main 


Uber das die Keimung von Phycomyees-Sporangiosporen 
fordernde Prinzip hei8-sterilisierter Glucose-Substrate * 


Von 
MARIANNE BRINCKMANN 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 8. Juli 1960) 


Zuckerhaltige Nahrlésungen erleiden bei langerer HeiSsterilisation 
offensichtliche Veranderungen, sie verfarben sich und entwickeln den 
typischen Karamelgeruch; der py-Wert sinkt um 1—2 Einheiten. Nach 
SoMMER u. HatgesqutH (1957) entstehen in einer solchen Nahrlésung bei 
110°C aus Glucose in Gegenwart von sekundirem Kaliumphosphat 
bereits in kurzer Zeit (etwa 1 Std) ein oder mehrere Stoffe, die die 
Keimung der Sporangiosporen von Phycomyces blakesleeanus stark for- 
dern. Die Natur dieser Stoffe ist unbekannt. 

Auch Oxalessigsiure, Bernsteinsiure, Milchsiure und Dioxyaceton wirken nach 
kurzer Hitzebehandlung giinstig auf die Keimung. Ohne Hitzebehandlung wirken 
schwach Methylglyoxal und Brenztraubensiéure, starker dagegen Essigsiure und 
Propionsaure. 

Die Art und Weise der Sterilisation von Nahrlésungen ist auch bei anderen 
Versuchsorganismen von Bedeutung fiir deren nachfolgende Entwicklung. Hacut- 
suKA u. Mitarb. (1955) erreichten bei Sporen von Bacillus subtilis durch Karamel- 
zusatze eine Keimungsférderung. Der Karamel wurde gewonnen durch trockenes 
Erhitzen verschiedener Zucker bis zur Braunung oder durch Autoklavieren von 
Glucose mit Phosphatpuffer und Aminoséuren. Der Zusatz von Aminosauren soll 
nach den Autoren die Karamelbildung férdern. Alle Karamelzusatze forderten die 
Keimung von Bacillus subtilis auf fast 100°/,; Acetat, Pyruvat, Lactat und ver- 
schiedene Sauren des Tricarbonsaurecyclus hatten keinen oder fast keinen HinfluB 
auf die Keimung. HeifSsterilisation von Nahrlésungen verktirzt bei Milchsaure- 
bakterien die Zeitspanne bis zum EKintreten in die exponentielle Phase des Wachstums 
Ramsey u. LANKFORD 1956). 

Wieweit die Vorgange der Keimung und des Wachstums bei den ver- 
schiedenen Organismen physiologisch iibereinstimmen, ist fraglich. Auch 
deuten die verschiedenen Autoren die Stimulationseffekte verschieden. 
Niven (1944; Streptococcus) nimmt an, daB beim Erhitzen des Zuckers 
gebildete Stoffe wie z. B. Acetaldehyd oder Brenztraubensaure bei der 
ersten Dehydrierung von Triosephosphat als Wasserstoffakzeptoren 
dienen. Nach Ramsry u. LAnKForD kénnen phosphorylierte Zucker, 
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reduzierende Substanzen, CO,, Brenztraubensaure, Oxalessigsdure, Mal- 
tose, Fructose und noch viele andere Stoffe eine Stimulation des Wachs- 
tums von Lactobacillus bewirken. Andererseits glauben sie zeigen zu 
k6énnen, daB die beim Sterilisieren von Glucose (pq-Wert der 20°/,igen 
Losung 8,4) entstehenden fordernden Stoffe weder Aldehyde oder Ketone 
noch Phosphorylierungsprodukte noch reduzierende Agentien noch 
saure Bestandteile sind. Auch das Entfernen der braunen Farbe ver- 
minderte die Aktivitaét der Lésung nicht. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit war der Versuch, diejenigen Sub- 
stanzen zu erfassen, welche beim Autoklavieren von glucosehaltiger 
Nahrlésung entstehen und die Keimung von Phycomyces-Sporen beein- 
flussen. Die Untersuchungen wurden von 1957 bis Anfang 1959 durch- 
gefihrt. 


Methodik 
1. Kulturtechnik 


1. Kulturtechnik. Die Methodik stimmt im allgemeinen mit der bei Sommer 
u. HaLBsGuTH angegebenen tiberein. 

Kulturgefa8e. Es wurde nur Jenaer Gerateglas 20 verwandt. Die GefaiBe 
wurden in heiBer Fewa-Lésung gereinigt und mehrfach mit Leitungswasser, 
angesiuertem Leitungswasser und aqua dest. gespiilt. Es wurden stets die gleichen 
MefBgerate benutzt. Erlenmeyerkolben wurden sowohl beim Autoklavieren als auch 
fiir die Kultur mit Wattestopfen verschlossen. 


Stammkulturen. Der Stamm 1+ von Phycomyces blakesleeanus (Sammlung 
HavsscutH), mit dem ausschlieBlich gearbeitet wurde, wurde auf Vollkornbrot im 
Dunkeln herangezogen. Als KulturgefaBe dienten Reagensgliser. Die Kulturen 
standen waihrend 10 Tagen nach dem Beimpfen in einem beliifteten Thermostaten 
bei einer Temperatur von 18-+-1°C. Danach wurden sie im Kiihlschrank bei etwa 
5°C aufbewahrt. Es wurden nie Kulturen verwendet, die — vom Beimpfen an 
gerechnet — alter als 20 Tage waren. 

Impfsuspension. Das Sporenmaterial einer Kultur wurde mit Wasser auf- 
genommen, zweimal durch Zentrifugieren und Aufschwemmen in Wasser gewaschen 
und danach in 8 ml Wasser suspendiert. Geimpft wurde mit einer MeBpipette, aus 
der jeweils 0,2 ml = 4 Tropfen in 100 ml-Erlenmeyerkélbchen gegeben wurden, die 
5 ml Nahrlésung enthielten, Die Sporendichte in den Kélbchen betrug dann unge- 
fahr 40000 Sporen je 5 ml Nahrlésung. 

Die Nahrlésung und ihre Behandlung. Wenn nicht anders angegeben, 
wurde als Keimsubstrat die sogenannte vollstindige Nahrlésung verwendet. Sie hat 
folgende Zusammensetzung: Glucose 1,5°/); Asparagin 0,1°/>; K,HPO, m/100; 
MgSO, m/1000; Ca(NO,),. m/2000; Vitamin By, #/,9)7/ml; py je nach Dauer der 
Sterilisation zwischen 6,8 und 7,6. 


Die Salze und die Vitaminlésung wurden als Einsalz-Stammlésungen im Kiihl- 
schrank aufbewahrt und erst kurz vor Gebrauch zusammengegeben. Die Glucose 
stammte von der Firma Schuchardt, Miinchen. Alle Chemikalien, die in der Arbeit 
verwendet wurden, hatten den héchsten Reinheitsgrad. 

Nur in den ersten Versuchen wurde die vollstindige Nahrlésung erhitzt, spater 
im allgemeinen allein nur der Glucose + Phosphat-Anteil der Nahrlésung (1 Std/ 
110°C). Die nicht hitzebehandelten Bestandteile der vollstiindigen Nahrlésung 
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wurden entweder durch eine ,,Filterspritze‘‘ mit eingelegtem Bakterienfilter zu- 
gegeben oder tiberhaupt nicht sterilisiert. Letzteres gestattet ein genaueres Ab- 
messen und hat bei der kurzen Versuchsdauer (12 Std) keinen Einflu® auf die 
Keimung oder das Auftreten von Verunreinigungen. 

Aufstellung der KulturgefaBe. Nach dem Beimpfen standen die Kulturen 
12 Std im beliifteten Thermostaten im Dunkeln bei 18+1°C. Dann erfolgte die 
Auswertung. 

Auswertung der Versuche. Vor dem Auszahlen wurde durch Zugabe von 
Formol fixiert. Die gekeimten Sporen waren gut von den ungekeimten zu unter- 
scheiden, wenn die Auswertung innerhalb von etwa 40 Std nach der Fixierung 
erfolgte. Als gekeimt gelten Sporen mit erkennbarer Vacuole (SommER u. Haxps- 
GuTH 1957; Hatsscurs u. RupoipH 1959). Der Keimungsprozentsatz wurde in 
einer Zahlkammer nach NEUBAUER ausgezahlt; von jeder Stufe eines Versuchs 
waren immer drei Wiederholungen angesetzt, aus denen die angegebenen Werte 
gemittelt wurden. 

Die Streuung (mittlere Abweichung) der Werte eines Versuchs betragt etwa 
+3°/), die der Ergebnisse mehrerer entsprechender Versuchsreihen ist fast doppelt 
so groB. Die Darstellung in Kurven und Tabellen erfolgt immer auf Grund einer 
charakteristischen Versuchsreihe, die aus mehreren Serien ausgewahlt ist. Mittel- 
werte aus verschiedenen Versuchen sind nirgends verwendet worden. 


Als Vergleichsgrundlage fiir den Keimungstest wurde zunachst der von SOMMER 
u. HaLBsGurTH ermittelte Wert von 3,6-+0,18°/, fiir die Keimrate von Phycomyces- 
Sporen in unvorbehandelter Nahrlésung angenommen. Allerdings wurde im Laufe 
der vorliegenden Arbeit festgestellt, da die durchschnittliche Keimungsrate 
unbehandelter Sporen in nicht heiBbehandelter Nahrlésung héchstens etwa 2°/, 
betragt. Die Differenz findet ihre Erklarung darin, dai Sommer u. HarescurH in 
die Berechnung auch Keimungsergebnisse in kurz-autoklavierter Losung einbezogen 
haben. Aber auch eine kurze Erhitzung kann — wie die Arbeit zeigen wird — die 
Lésung bereits merklich veraindern. 


2. Chemisch-analytische Methodik 


Die Lésung. Eine 7,5°/,ige Lésung von Glucose in m/20 K,HPO,-Lésung 
(aq. bidest./Quarz) wurde im Autoklaven 1 Std bei 110°C, 1/, Atti erhitzt. 

Tonenaustauschersaulen wurden immer mit 100 ml dieser Lésung beschickt. 
Einzelne Saulenabschnitte wurden mit je 20—30 ml Elutionsmittel eluiert. Fiir den 
Keimungstest wurde zu je 4 ml der Filtrate bzw. Eluate 1 ml fiinffach konzentrierte 
vollstandige Nahrlésung gegeben. Dadurch hatte das Keimsubstrat — bis auf 
unter Umstanden erhéhte Glucose- oder Phosphatkonzentration — die auf S. 162 
beschriebene Zusammensetzung. Sein pq-Wert wurde mit HCl oder NaOH auf 
etwa 6,5 eingestellt. 

Tonenaustauscher (vgl. BRAUNITZER 1956): Folgende Ionenaustauscherharze 
der Firma Rohm u. Haas Co., Philadelphia, erwiesen sich als geeignet: 


Amberlite IRA 401 (stark basisch. schwach vernetzt) 
Amberlite IR 45 (schwach basisch) 
Amberlite IR 120 (stark sauer) 


Fiir das Arbeiten mit Zuckern wird empfohlen, die stark basischen Harze mit 
CO,?- anstatt mit OH- als Gegenion zu verwenden (vgl. 8. 180). Trotzdem wurde 
der stark basische Austauscher IRA 401 durch NaOH in die Hydroxylform gebracht. 
Abgesehen namlich von der geringen Kapazitat der Carbonatform wird das Arbeiten 
durch CO,-Entwicklung wahrend des Austauschvorgangs sehr erschwert. Die Kin- 
wirkungszeit des Hydroxylions wurde durch baldige Elution méglichst kurz 
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gehalten. AuBerdem ergab die 17 stiindige Einwirkung von stark basischem Harz 
auf Glucoselésung keine Keimungsférderung durch das Eluat. 


Der Kationenaustauscher IR 120 wurde in der H*-Form gebraucht. 


Die Anionenaustauscher wurden in ein Adsorptionsrohr geschwemmt. Die Harz- 
sdule hatte einen Durchmesser von 16 mm und eine Héhe von etwa 250 mm. Die 
zu trennende Liésung passierte diese Saule mit einer Durchlaufgeschwindigkeit von 
1—1,5 ml/min. Es wurde mit aqua dest. nachgespiilt. Das Harz wurde abschnitt- 
weise mit aqua dest. herausgeschwemmt. Die Elution der Saulenteile erfolgte durch 
Zugabe von n HCl zu den Aufschlammungen bis zu deutlich saurer Reaktion. Das 
Harz blieb einige Stunden stehen, wobei von Zeit zu Zeit umgeschiittelt wurde. 


Nur vor Behandlung der Glucose + Phosphat-Lésung mit dem schwach basischen 
Harz IR 45, das Neutralsalze nicht spaltet, wurden die Kaliumionen durch einfaches 
Aufschlammen mit dem sauren Harz IR 120 entfernt. 


Papierchromatographie. Die papierchromatographischen Analysen erfolgten 
nach dem absteigenden Verfahren. In einem Standzylinder (Héhe 60 cm, Durch- 
messer 25 cm) befand sich oben auf einem Glasbiigel eine Porzellanwanne (Lange 
20 cm, Breite 3 cm, Tiefe 1,5 cm). In diese tauchten die am oberen Ende umgeknick- 
ten Papierstreifen ein, die frei iiber den Glasbiigel hingen. Als Papier wurde die 
Sorte 2043b Mgl von Schl. & Sch. ohne weitere Vorbehandlung verwandt. Die 
Breite der Streifen betrug 14 cm, die Lange 50 cm. Die Substanzen wurden neben- 
einander aufgetragen, auf jeden Streifen drei oder vier Startpunkte in gleichmaBigen 
Abstanden. 

Als Standard-Lésungsmittel diente das Gemisch Butanol-Ameisensaéure-Wasser 
(4:1:5). Es wurde nie linger als 3 Tage benutzt. Das Trocknen der Chromato- 
gramme erfolgte im warmen Luftstrom. 


Nachweisreagentien fiir reduzierende Substanzen waren 5°/,ige acetonige 
Silbernitratlésung, n/2 alkoholische Kalilauge (LUKEscoH 1956), fiir Siuren Brom- 
phenolblau (LinskEns 1955). 


Praparative Papierchromatographie. Papierchromatographischer Karton 
Nr. 2181 von Schl. & Sch. wurde im aufsteigenden Verfahren angewandt. Als 
ChromatographiegefaB diente ein Standzylinder (Héhe 28 cm, Durchmesser 15 cm), 
in dem die 5 cm breiten, 24 cm langen Streifen mit Hilfe eines Baumwollfadens an 
einem T-férmigen Glasstab aufgehangt wurden. Die zu trennende Lésung wurde 
mehrfach mit einer Mikropipette als Streifen etwa 2,5 cm vom Rande auf beiden 
Seiten aufgetragen, so da der Karton in einer 1—1,5 cm breiten Zone mit der Lésung 
vollig durchtrankt war. Er wurde im warmen Luftstrom getrocknet. Das Lésungs- 
mittel war Butanol-Ameisensiure-Wasser (4:1:5). Es befand sich auf dem Boden 
des Standzylinders. Der Karton wurde, nachdem die Lésungsmittelfront 20 cm 
erreicht hatte, tiber Nacht getrocknet und in vier oder fiinf Stiicke etwa gleicher 
Gréfe geschnitten. Die Elution erfolgte mit Nahrlésung, in der der Karton getrankt 
wurde. Danach wurde die Lésung ausgepreft und abgesaugt. 


Fallung organischer Saéuren durch Bleihydroxyd. Zur Herstellung von 
Bleihydroxyd wurde eine konzentrierte Bleinitratlésung mit Natronlauge versetzt. 
Der dabei entstehende, erst weiBe, dann durch Bildung verschiedener Oxyde dunkler 
werdende Niederschlag wurde gewaschen und in noch feuchtem Zustand im UberschuB 
zu der sauren Karamellésung gegeben. Nach einigem Schiitteln wurde abfiltriert. 
Kin Teil des Filtrats wurde zur Fallung noch weiterer Substanzen mit Alkohol 
versetzt. Der Alkohol wurde nach erneutem Filtrieren bei vermindertem Druck 
entfernt. Die alkalischen Filtrate wurden mit HCl neutralisiert. Dabei fallt ein 
weifer Niederschlag von Bleichlorid, der sich bald gelblich farbt. Es wird so lange 
mit HCl behandelt, bis keine Ausfillung mehr erfolgt. 
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Nachweis der Essigsaure!. Vor Anwendung der spezifischen Reaktionen auf 
Essigsiure wurden aus der Karamellisung die fliichtigen Sauren mit Phosphorsaure 
in Freiheit gesetzt und abdestilliert. Im sauren Destillat wurde Kssigsaéure nach- 
gewiesen: 

1. Nach der Indigoreaktion nach Frien (1935): Ein Tropfen der sauren Probe- 
lésung wird mit Calciumcarbonat auf dem Wasserbad vorsichtig zur Trockene 
verdampft und der Trockenriickstand in ein Gliihrdhrchen gebracht. Das offene 
Ende des Réhrchens wird mit einem Filterpapierscheibchen bedeckt, das mit einer 
frisch bereiteten gesattigten Lésung von o-Nitrobenzaldehyd in 2 n-N. atronlauge 
befeuchtet ist. Das mit dem Reagenspapier verschlossene Gliihréhrchen wird mit 
einer Glaskappe bedeckt, in eine durchlochte Asbestplatte eingehangt und all- 
mahlich erhitzt. Je nach der Menge des freigemachten Acetons wird das Papier- 
scheibchen unter intermediarer Braunfarbung blau bzw. blaugriin gefarbt. Die blaue 
Farbe riihrt von dem entstandenen Indigo her. Die Erfassungsgrenze der Reaktion 
ist 60 y Essigsaure. 

2. Nach Krtcer u. Tscurrcn (1929). Zum Nachweis freier Essigsaure bringt 
man an einen Tropfen der Lésung einen Kristall Uranylformiat, an die andere 
Seite einen Kristall Natriumformiat. Bei Gegenwart von Essigsaure bilden sich 
nach kurzer Zeit die typischen Tetraeder von Natrium-Uranyl-Acetat (Empfind- 
lichkeit: 500 y Essigsiure im Tropfen). 

Herstellung von Uranylformiat: Man lést 10g Uranylnitrat in etwa 500 ml 
Wasser und fallt mit Ammoniak in geringem Uberschu8. Der Niederschlag wird auf 
ein Filter gebracht und mit heiBem Wasser kurz gewaschen. Hierauf gieBt man 
Ameisenséure DAB 6 auf das Filter, lést den Niederschlag vollstaindig auf und 
dampft das Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockene ein. 


Ergebnisse 
A. Die Bildung von keimungsfordernder Substanz 
1. Der HinfluB des Asparagins in der erhitzten Lésung 


Bei anfanglichen Versuchen waren die Ergebnisse des Keimungstests 
uneinheitlich je nach der Gesamtkonzentration oder der Schichthdhe 
einer vollstandigen Nahrlosung wahrend des einstiindigen Erhitzens, 
obwohl das damit hergestellte endgiiltige Substrat fiir den Keimungs- 
test in den VersuchsgefaBen bei der Beimpfung immer gleiche Konzen- 
tration und Schichthéhe hatte. Die Keimungsférderung wird um so mehr 
vermindert, je mehr die Konzentration der zu erhitzenden, vollstandigen 
Nahrl6sung ab- und ihre Schichthéhe (25 ml je Kolben) zunehmen. 
Werden nur Glucose und sekundares Kaliumphosphat zusammen erhitzt, 
die nach Sommer u. Hatpscutu die Bildner der fordernden Substanz 
sind, so ist die Keimung bei entsprechender Versuchsanordnung in allen 
Stufen gleich gut, d.h. die Bildung von keimungsfordernder Substanz 
ist dann nicht von Konzentration und Schichthohe der Lésung bei deren 
Erhitzung abhangig. Die vollstandige Lésung mu8 also Bestandteile 
enthalten, die die Bildung von férdernder Substanz ungiinstig beein- 
flussen. Dafiir kommt auf Grund einiger Ergebnisse von SOMMER u. 


1 Herrn Prof. Dr. B. Wurzscumirr von der BASF méchte ich fiir seine freund- 
liche Beratung beziiglich des Essigsiure-Nachweises herzlich danken. 
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Haxgscurtu (I. c. 8. 58—60) am ehesten Asparagin in Frage, das auch 
dort eine etwas geringere Keimung verursachte. Diese vermutete Wir- 
kung des Asparagins wird durch die nachfolgenden Ergebnisse bestatigt 
(Tab.1). 

Es werden a) alle Substanzen der vollstiindigen Nahrlésung, b) Glucose + 
K,HPO, + Asparagin, c) Glucose + K,HPO, im Verhaltnis wie in der vollstandigen 


Nahrlésung (siehe 8. 162) jedoch in fiinffach héherer Konzentration in aq. dest. gelést. 
Hiervon ausgehend werden durch Zugabe entsprechender Mengen aq. dest. drei 


Tab.1 (Versuch 93; 25. 4. 1958). 
Die Wirkung des Asparagins und die 
Bedeutung der Konzentration bei der Erhitzung 
. von Néhrlésungen 


Bestandteile einer vollstandigen Nahr- 

lésung — wie in der Tabelle angegeben — 

in vier Konzentrationsstufen  erhitzt 

(1 Std/110°C). Lésungen nach Erhitzung 

jeweils zum Keimsubstrat vervollstandigt 

und in allen Stufen auf gleiche Konzen- 
tration gebracht 


Keimung in den mittels der 


Verdiinnungsstufen (2,5-;  1,66-; 
1,25fache Konzentration der voll- 
standigen Nahrlésung) hergestellt. 
Alle vier Konzentrationsstufen der 
Lésungen a, b und ¢ werden im 
Autoklaven bei 110°C (4/5 Atii) 
1 Std lang erhitzt. Nach dem Er- 
hitzen werden die Lésungen b und c¢ 
vervollstandigt und wie die Lésung 
a mittels aq. dest. auf die Konzen- 
tration einer normalen, vollstaéndigen 
Nahrlésung gebracht. Danach wer- 
den die Lésungen zu je 5 ml in die 
Versuchskolben verteilt und diese 


Konzentra-| Vetschiedenen Lésungen hergestellten beimpft (Tab. 1). 


tion wihrend eb Nai Bei der Glucose + Phosphat- 
des Auto- | re oo oe . S 

klavierens | Glucose + phtesatee volistindige  Losung spielt (bei gleichem 
Fhosphat |, naragia-he ee Verhaltnis von Glucose und 
gruly? 99 ae 86 Phosphat) die wahrend der 
Hitzebehandlung — vorliegende 

2 Di ak 91 42 44 ‘ : 
: ¢ —  Gesamtkonzentration keine 

56 p. 26 25 : rae . 

BOs Ba itt as =>. Rolle. Die Keimung wird sehr 
1,25. 93 17 20 stark geférdert, gleichgiiltig, ob 


das Keimsubstrat, ausgehend 
von der héchsten oder der niedrigsten Konzentrationsstufe der Glucose 
+ Phosphat-Lésung, hergestellt wird. Das heiBt, hier ist die Reaktion, bei 
der keimungsférdernde Substanz gebildet wird, unabhiangig von der Kon- 
zentration, soweit dies mittels des Keimungstestes erfaBt wird. Asparagin 
bewirkt, wenn es neben Glucose und Phosphat in der erhitzten Lésung ent- 
halten ist, bei abnehmender Gesamtkonzentration der Lésung ein Absinken 
der Keimungsférderung. Zusitzliche Anwesenheit der Salze und des Aneu- 
rins veraindern diesen Effekt nicht. Es mu daher Asparagin allein dafiir 
verantwortlich sein. (Der hohe Wert fiir fiinffach konzentrierte Glucose 
+ Phosphat -- Asparagin-Lésung in diesem Versuch ist ungewéhnlich.) 


2. Die Bedeutung des Luftsauerstof{s wihrend der Erhitzung 


Der Kinflu8 der Schichthéhe der Lésung wiihrend des Erhitzens auf 
die Bildung keimungsférdernder Substanzen laBt an eine Beteiligung des 
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Luftsauerstoffs an den in Frage kommenden Reaktionen denken. Dies 
wurde im folgenden Versuch (Abb. 1) gepriift. 


Wie im oben dargestellten Versuch (Tab. 1) werden vier Konzentrationsstufen der 
Loésungen b und c hergestellt. Dies geschieht jetzt jedoch in zweifacher Weise: 
einmal wie tiblich, das andere Mal jedoch unter méglichst vollstindigem AusschlubB 
von O, wahrend der Erhitzung. Dazu war zunachst das zum Ansetzen der Lésungen 
erforderliche Wasser abgekocht worden. AnschlieBend wurde wahrend 10—15 Std 
Stickstoff (Farbwerke Hoechst, rein, O,-Gehalt 0,02°/,) durch das Wasser geleitet. 
Nach Herstellung der Konzentrationsstufen werden die Lésungen zu je 25 ml auf 
50 ml-Erlenmeyerkolben verteilt. Diese Kélbchen werden in Weckglaser gestellt, 
die etwas Stickstoff-behan- 


deltes Wasser enthalten. Aus ssid i i 

den Kélbchen und Glasern 90 So.--O------- SSeS ple 

wurde die Luft durch 1stiin- ‘ieee aaa * 
diges Einleiten von Stickstoff 80 | 


verdrangt. Danach wurden tee} | 
die Kélbchen mit Watte, die | 
Glaser mit Gummiring, =} 

Deckel und Klammer ver- Yj) Saeed oe | 
schlossen. Es wurde 1 Std im adsl 
| 


Autoklaven erhitzt. Durch = 50 ‘ 
diese Anordnung konnte auch = -S 
wahrend des Abkiihlens des Ps My) 


Autoklaven keine Luft in 
die GefaBe dringen. Die Weck- 530 
glaser wurden gedffnet, nach- 


dem sie abgekihlt waren. 20 

Danach werden alle Lésungen 

je nach ihrer Konzentration 70 

mit den fehlenden Substan- 

zen erganzt und durch Zu- 0 7 Dix hie DER ie 
gabe von  entsprechenden Konzentrotion wer Losungen wirend oes Autoklavierens 


Mengen aq. dest. aufdieKon- 44, 4 Versuch 109 (3. 6.1958). Abhingigkeit der Keim- 
zentration der normalen voll- — prozente von Sauerstoffzutritt und Konzentration beim 
stindigen Nahrlésung ein- Autoklavieren Asparagin-haltiger und Asparagin-freier 
gestellt. AnschlieBend wird Medien. Nach dem Erhitzen Keimsubstrat vervollstandigt 

: é und bei allen Stufen auf gleiche Konzentration gebracht. 
das Keimsubstrat auf die  __. Glucose + Phosphat; Glucose + Phosphat 


Versuchskolben zu je 5 ml 4+ Asparagin; ee + 0,;00—O, 
verteilt. Vor dem Beimpfen 
bleiben die Versuchskolben (WatteverschluB) 24 Std an der Luft stehen, damit 
sich auch in den mit unter O,-Ausschlu8B vorbehandelten Lésungen hergestellten 
Substraten der fiir die Keimung notwendige Sauerstoff wieder anreichern kann. 
Die Versuchsergebnisse sind aus Abb.1 abzulesen. Werden Glucose 
und Phosphat allein zusammen erhitzt, so sind spater in den fertigen 
Keimsubstraten innerhalb der normalen Schwankungsbreite die Keim- 
prozente gleich, ohne daB sich die Konzentration der erhitzten Losung 
oder die An- oder Abwesenheit des Sauerstoffs wahrend ihrer Erhitzung 
bemerkbar machen. Die Keimungsrate liegt bei 90°/,. Ist jedoch wahrend 
der Erhitzung auBer Glucose und Phosphat auch noch Asparagin in der 
Lésung vorhanden, so ist die Keimungsforderung in den mit ihr 
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hergestellten Substraten um so geringer, je geringer die Gesamtkonzentra- 
tion der erhitzten Lésung ist. Offensichtlich iibt also das Asparagin eine 
Hemmung derjenigen Reaktionen aus, bei denen die keimungsfordern- 
den Substanzen entstehen. Diese hemmende Wirkung des Asparagins 
schwindet mit steigender Gesamtkonzentration, besonders bei Anwesen- 
heit von Sauerstoff. Die Werte bei Sauerstoff-AusschluB liegen im ganzen 
deutlich niedriger. Die lineare Proportionalitaét zwischen dem Anstieg der 
Keimprozentwerte fiir die mit erhitzter (Glucose + Phosphat + Aspara- 
gin-)Lésung hergestellten Substrate und dem Anstieg der Konzentration 
dieser Lésung wahrend der Vorerhitzung legt den Gedanken nahe, daB 
bei Anwesenheit von Asparagin in der Lésung eine Nebenreaktion unter 
Beteiligung der Glucose stattfindet, durch die Glucose aus derjenigen 
Reaktion herausgenommen wird, bei der keimungsférdernde Substanz 
gebildet wird. 

Deshalb wurde im folgenden Versuch gepriift, ob durch steigende 
Glucosemengen der Einflu8 des Asparagins zuriickgedrangt werden kann. 


Tab.2. (Versuch 131 v. 23. 7. 1958) Wirkung einer Erhéhung des Verhdltnisses 
Glucose zu Asparagin und Phosphat auf die Entstehung fordernder Substanz 
Keimsubstrat vervollstandigt, jedoch auf das 2-, 3- und 4fache erhéhte Glucose- 
konzentrationen. Weitere Erlauterungen im Text 


Gruppe 1, 2. 3. 
Glucose 3g 4,5 ¢ 6g 
K,HPO, (m/1) 1 ml 1ml 1 ml 
Asparagin 0,1 g 0,1 g 0,1 g 


aqua dest. ad 


20ml | 80 ml 


20 ml | 80 ml 


20ml | 80ml 


Autoklavieren, danach Auffiillen mit Erginzungslésung auf je 100 ml 


Keimung in °/, SOmAbtenGT) tah gnniny | oes 94 | 90 


Dafiir wurden folgende Konzentrationsverhaltnisse gewaihlt: Asparagin und 
Phosphat hatten wahrend der Erhitzung in allen drei Gruppen des Versuchs je 
einmal 1,25 fache und einmal 5fache Konzentration gegeniiber der auf 8. 162 angege- 
benen; die Glucosemenge wurde so erhéht, daB in dem fertigen Keimsubstrat, in 
dem die anderen Bestandteile die Konzentration der vollstiindigen Nahrlésung 
hatten, das 2-, 3- und 4fache der normalen Menge von 1,5°/, Glucose vorlag. Die 
Glucosekonzentration wahrend des Autoklavierens betrug also das 2,5- bzw. 10fache 
(erste Gruppe), das 3,75- bzw. 15fache (zweite Gruppe) und in der dritten Gruppe 
das 5- bzw. 20fache ihrer normalen Konzentration in der Nahrlésung. Es wurde 
wie bei den vorigen Versuchen unter Sauerstoff-Ausschlu8 gearbeitet. Nach dem 
Autoklavieren wurde wie iiblich vervollstindigt. Danach besaBen die Keimmedien 
also die normale Zusammensetzung der vollstindigen Nahrlésung — jedoch bei auf 
das 2-, 3- bzw. 4fache erhéhter Glucose-Konzentration. 


Nach den Ergebnissen (Tab.2) wird die Bildung einer nicht férdernden 
Glucose-Asparagin-Verbindung wahrscheinlich, die die Glucose aus 
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der Reaktion, in welcher die fordernden Stoffe entstehen, herausnimmt. 
Wird das Verhaltnis Glucose: Asparagin wiihrend des Autoklavierens 
auf das 2,5fache seiner Gré8e in normaler Nahrlésung (1,5 g:0,1 g) 
angehoben, so keimen die Sporen in der damit hergestellten und normali- 
sierten Nahrlésung bereits zu 67°/,. Die im Keimsubstrat hier vorliegende 
doppelte Glucosekonzentration selbst ist dabei nach allen Erfahrungen 
ohne Kinflu8. Zu beriicksichtigen ist, daB die Erhitzung unter O,-Ab- 
wesenheit vorgenommen wurde, was nach Versuch 109 (Abb. 1) eindeutig 
den hemmenden Einflu8B des Asparagins auf die Reaktion, in welcher 
die fordernden Substanzen gebildet werden, steigert. Wird bei Beibehal- 
tung des erhéhten Verhaltnisses jetzt die Konzentration der Losung 
wahrend der Erhitzung erhéht, so wird im vervollstindigten Keim- 
substrat bereits 90°/,ige Keimung erzielt. Weitere Steigerung des Glu- 
cose/Asparagin-Verhaltnisses steigert die Keimprozente bis zu gleicher 
Hohe auch ohne gleichzeitige Erhéhung der Gesamtkonzentration. 


Es liegt nicht in der Absicht dieser Arbeit, die genaue Rolle des Aspara- 
gins aufzuklaren. Wesentlich ist hier nur die Tatsache, daB die Bildung 
keimungsférdernder Substanz aus Glucose in einer Nahrldsung durch 
die Gegenwart des Asparagins beeinfluBt wird. Da nun die Erhéhung 
der Gesamtkonzentration bei der Autoklavierung wohl alle Reaktionen 
fordert, in den mit der autoklavierten Lésung hergestellten Nahrlosungen 
aber bei Erhéhung der Konzentration der erhitzten Lésung eine Kei- 
mungssteigerung erzielt wird, ist es unwahrscheinlich, daB etwa die 
Produkte einer Reaktion zwischen Glucose und Asparagin keimungs- 
hemmende Eigenschaften haben. Dies sollte aber trotzdem gepriift 
werden. 


Versuch 132 (24. 7. 1958). 


Um auf eine solche Wirkung zu priifen, wurden Losungen von Glucose und 
Asparagin 1 Std/110°C im Autoklaven erhitzt. Diese wurden danach zu einer 
unbehandelten. vollstandigen Nahrlésung zugefiigt. Nach Sterilisation des Keim- 
substrates (10 min strémender Dampf oder Sterilfiltration) wurde mit halb-hitze- 
aktivierten Sporen (vgl. Sommer u. HaLpscutH 1957) beimpft, die sowohl auf 
fordernde als auch auf hemmende Einfliisse reagieren kénnen. Es wurden drei 
Loésungen hergestellt: a) 5fach konzentrierte vollstaéndige Nahrlésung, py 7,6; 
b) 1,5 g Glucose, 0,2 g Asparagin, aqua dest. ad 20 ml, py 4,4; c) 1,5¢ Glucose, 
0,2 g Asparagin, aqua dest. ad 80 ml, px 6,7. 

Die Abwesenheit von Phosphatpuffer in den Lésungen b und ¢ bedingt die 
niedrigeren py-Werte. Der Unterschied zwischen b und c wird durch den verschie- 
denen Verdiinnungsgrad bewirkt. Karamelisierung tritt erst oberhalb py 7 merklich 
auf, wahrend eine Glucose-Asparagin-Verbindung sich auch in saurem Milieu bildet 
(RosE u. Pererson 1949). Losungen b und ¢ wurden unter Sauerstoff-AusschluB 
autoklaviert. Danach wurde nach folgendem Schema verteilt: 1. 1 ml a + 1 mlb + 
3 ml aqua dest.; 2. 1 ml a + 4 mlc ohne aqua dest.; 3. 1 ml a + 4 ml c (kaltsterili- 
siert) ohne aqua dest.; 4. 1 ml a ohne c + 4 ml aqua dest. 


Diese Lésungen stellten die Keimsubstrate dar. 
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Die Keimung betrug in allen Gruppen etwa 50°/,; es war also gegentiber 
der Kontrolle (Gruppe 4) weder Férderung noch Hemmung eingetreten. 
Die Erhéhung der Glucose- und Asparaginkonzentration wahrend der 
Erhitzung hatte an sich ebenfalls keinen EinfluB auf die Keimung 
(Gruppe 1). Auch zeigte sich kein Einflu8 der vorsichtigen Hitzesterili- 
sierung der fertigen Keimsubstrate (Vergleich Gruppe 2 und 3). 


3. Keimungsforderung und py-Verlauf 
in Abhdngigkeit von der Zeit des Erhitzens der Nidhrlosung 


Mit dem Auftreten keimungsférdernder Substanz ist immer ein Acidi- 
titsanstieg verbunden (SomMER u. HaLgscutH 1957). Daher sollten der 
pu-Wert der Lésung und die Starke der Keimungsférderung in Abhangig- 
keit von der Zeit des Autoklavierens untersucht und verglichen werden. 
Das Bestreben war, an Hand der gewonnenen Diagramme Anhalts- 
punkte iiber den Verlauf der Reaktionen zu erfahren, die zur Bildung von 
fordernder Substanz fiihren. 

Versuch 117 (13. 6. 1958); Abb.2 und 3. 


Es wurden von einer Glucose + Phosphat-Lésung sowie von einer vollstandigen 
Nahrlosung je zwei Konzentrationsstufen hergestellt, naimlich 1fache und 5fache 
Konzentration. Die Kolben enthielten je 20 ml Lésung, die anschlieBend an das 
Autoklavieren entsprechend der Konzentrationsstufe verteilt und danach mit 
Erganzungslésung bzw. aqua dest. wie bei den vorigen Versuchen auf 5 ml aufgefiillt 
wurden. Allein die 1fach konzentrierte Glucose + Phosphat-Lésung wurde nicht 
vervollstandigt, da damit ihre Konzentration hatte verringert werden miissen. 
Dadurch waren aber die Ergebnisse des Keimungstests nicht verwertbar geworden, 
aber die pp-Messung war nicht gestért, weil in den noch nicht vervollstandigten 
Lésungen gemessen wurde. (Die Keimprozente dieser Stufe konnten teilweise durch 
Werte aus anderen Versuchen mit bei Sterilisation 1,25fach konzentrierter, nach- 
traglich zum Keimsubstrat vervollstandigter Glucose + Phosphat-Lésung gepriift 
werden.) 

Die Dauer des Autoklavierens bei '/, Atii, 110°C betrug: 0 min, He 5 min, 10 min, 
15 min, 30 min, 60 min. Mit ,,0 min* wird die unbehandelte Lésung bezeichnet, mit 
t) diejenige, bei der die Heizung des Autoklaven sofort, nachdem 1/, Atii, 110°C 
erreicht waren, abgeschaltet wurde. Zu allen Stufen auBer ,,0 min‘‘ addieren sich: 
5 min bei 100° fiir das Dampfenlassen des Autoklaven bei geéffnetem Ventil, 5 min 
fiir das Anheizen des geschlossenen Autoklaven auf 110°, 30 min nach dem Ab- 
schalten fiir das Abkiihlen auf 100°, wonach der Autoklav sofort gedffnet und die 
Kolben herausgenommen wurden. Die Zeit zum Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
war etwas verschieden und wurde nicht beriicksichtigt. 


Die Ergebnisse sind in den Abb.2 und 3 aufgezeichnet. Der Abstand 
von ,,0 min“ bis {) wurde in der graphischen Darstellung willkiirlich 
gewahlt'. Drei der dargestellten py-Kurven kommen von einem bestimm- 
ten Zeitpunkt an praktisch zur Deckung, weil die tatsichlich vorhan- 
denen Abweichungen noch innerhalb des Streuungsbereiches (-+- 0,1) fiir 


* Die vorstehend gemachten Angaben machen auBerdem deutlich, da® die Teilung 
der Abszisse nur in grober Annaiherung dem Sachverhalt gerecht wird. Die Abb.2 
und 3 kénnen daher nur zu einer Abschatzung verwendet werden. 
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die py-Werte unter den hier vorliegenden Bedingungen liegen. Deshalb 
wurden die gemessenen Werte zwar angegeben, aber nur eine typische 
Kurve durchgezeichnet. 


asf | et 
peat tf 5 0 15 30 60 
+ 40min 00-770 ° min 770° —————_———_ 
Abb. 2 


0 tl swe 0 60 
+ 40min 00-7109 min 779° 


Abb. 3 


Abb. 2 u. 3. Versuch 117 (13. 6.58). Abhingigkeit des pu-Werts (Abb. 2) und der Keimprozente 

(Abb.3) von der Dauer des Hrhitzens bei verschiedenen Konzentrationen einer Glucose + Phosphat- 

Loésung bzw. einer vollstiindigen Nihrlésung. 0----- © Glucose + Phosphat; 4 A vollstindige Nahr- 

lésung; © 4 einfach konzentriert; @ 4 fiinffach konzentriert (wahrend der Erhitzung). Hrhitzte 

Lésungen bei den Keimungsversuchen zu vollstindiger Nihrlésung erginzt und auf gleiche 
Konzentration gebracht. Weitere Erlauterung im Text 


Kin Vergleich mit den vorigen Versuchen zeigt zunachst, daf die 
gréBere Schichthéhe (20 ml je Kolben) wahrend des Autoklavierens in 
gleichem Sinne wirkt wie Sauerstoff-Ausschlu8 durch Stickstoff-Behand- 


lung. 
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Die py-Wert-Anderung betragt je nach den Bedingungen 1—2 Kin- 
heiten; sie wird, durch das Phosphat abgepuffert, in Grenzen gehalten. 
Die Keimung steigt — wie bekannt — erheblich, d.h. im giinstigsten 
Fall von 2°/, auf 90°/,. Die Kurven der Keimprozente zeigen fast keine 
Kriimmung. Erst von der Erhitzungsdauer, 30 min bei 110°C ab, steigt die 
Keimung mit zunehmender Zeit etwas schneller an. 

Nachtraglich wurde in einem Versuch (158, 2. 2. 1959) einfach konzen- 
trierte vollstindige Nahrlésung 2 Std im Autoklaven erhitzt (20 ml 
Schichthéhe bei Erhitzen). Diese Behandlung bewirkte auch bei dieser 
Lésung, die nach 60 min Erhitzen nur wenig fordert, 75°/, Keimung; der 
Anstieg der Keimprozente wird hier also nach 60 min erheblich steiler. 
Der monotone Abfall der py-Werte spricht fiir die GesetzmaBigkeit des 
Geschehens bei der Erhitzung. Aber allein schon die Tatsache, da8 einer- 
seits der py-Verlauf (von der Zeit ,,10 min** ab) bei den Glucose-Phos- 
phat-Lésungen und der vollsténdigen, fiinffach konzentrierten Nahr- 
lésung iibereinstimmen, andererseits aber die entsprechenden Keimungs- 
prozente ganz charakteristisch voneinander abweichen, zeigt, daB der 
pu-Abfall kein Charakteristikum fiir die Reaktion sein kann, welche 
die keimungsférdernde Substanz liefert. AuBerdem miiBte dann auch 
ein anderer Verlauf der Keimungskurven erwartet werden. Im Gegenteil 
leitet die Beobachtung, daB in Abb.3 (bzw. auch iiber den dort dar- 
gestellten Zeitabschnitt hinaus) die Keimungskurven mit zunehmender 
Zeit an Steilheit zunehmen, zu der Vermutung, da die keimungs- 
fordernde Substanz nicht unmittelbar, sondern iiber Zwischenprodukte 
und deshalb vielleicht mit der Zeit in zanehmendem Mae gebildet wird. 
Damit stimmt iiberein, daB einerseits der py-Abfall in den erhitzten 
Glucose + K,HPO,-Lésungen von 0 min bis 5 min von itiber pp 8 auf 
etwa px 7, danach aber bis 60 min nur noch bis auf py 6,5 weiter abfallt, 
andererseits aber diese Lésungen eine wirklich erhebliche Keimungs- 
forderung erst nach langer dauernder Hitzebehandlung entfalten. Dabei 
erreicht diese Keimungsférderung (Abb.3) bei 60 min fast das zehnfache 
des Wertes bei 5 min, wiihrend die entsprechenden Intervalle eine Ande- 
rung der Wasserstoffionenkonzentration von annihernd gleicher GréBe 
aufweisen, 


B. Versuche zur Abtrennung und Identifizierung 
der fordernden Substanz 


Bei einer Zuckerlosung fordert einstiindiges Autoklavieren bei 110° C 
anderen Reaktionen gegeniiber sehr stark die Karamelbildung. Karamel 
ist ein bis heute weitgehend unbekanntes Gemisch zum Teil hédher- 
molekularer Substanzen, das in den meisten Analysen stérend wirkt. 
Kin direkter Kinflu8 dieser komplizierteren Stoffe auf die Keimung ist 
aus Griinden der Permeabilitat und der Stoffwechselphysiologie nicht 
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sehr wahrscheinlich. Es wurde also in dem analytischen Teil der Arbeit 
versucht, gerade diese Stoffe abzutrennen bzw. eine Fraktionierung in 
fordernde und nicht férdernde Bestandteile des Gemisches zu erreichen 
sowie die aktiven Stoffe zu identifizieren. 

Die Kurven des pq-Verlaufs in Abhaingigkeit von der Zeit des Auto- 
klavierens legen die Vermutung nahe, da8 eine Vielzahl zumindest zum 
Teil saurer Produkte entsteht, von denen erst die Endglieder der Reak- 
tionskette fiir den Stimulationseffekt entscheidend sind. Natiirlich war 
die Méglichkeit zu beriicksichtigen, da8 auch Zwischenglieder mit zur 
Forderung beitragen. 


1. Adsorption an Aktivkohle 


Die kétinthgstordomndén Stoffe werden bei langsamem Durchlaufen durch ein 
Adsorptionsrohr vollstandig an Aktivkohle adsorbiert. Dies bestatigt die Befunde 
von SoMMER u. HatsscurH 1957 (8. 66). Die Versuche, eine Wiedergewinnung der 
Substanz durch fraktionierte Elution zu erreichen, schlugen jedoch fehl. Uberdies 
gibt selbst Aktivkohle ,,pro Analysi‘ von Merck, in reinem, véllig unvorbehandel- 
tem Zustand mit Natronlauge eluiert, schon Stoffe ab, die die Keimung von Phy- 
comyces-Sporen ungiinstig beeinflussen. Es wurde darum ein Mittel gesucht, das 
besser in seinen Reaktionen tiberschaubar ist als Kohle und saubereres Arbeiten 
gestattet. 


2. Fraktionierung an Ionenaustauschern 

In neuerer Zeit werden zur Saulenchromatographie organischer Séuren 
in steigendem Ma8 Ionenaustauscherharze verwendet. Es wurde ver- 
sucht, mit ihrer Hilfe eine Fraktionierung der Karamellésung zu er- 
reichen, die fiir den Keimungstest geniigende Mengen Eluat liefert. 
Dafiir, daB die fordernden Stoffe Saurenatur haben, spricht der pq- 
Abfall beim Autoklavieren. AuBerdem war die Adsorption der aktiven 
Substanz an Aktivkohle mit einem py-Anstieg des Filtrats auf den Wert 
der unvorbehandelten Lésung (8,3) verbunden. 

Versuch 53 (16. 12. 1957). 


Wegen seiner grofBen Kapazitaét wurde zunachst der schwach basische Aus- 
tauscher IR 45 verwandt. Aus der karamelisierten Glucose -+- K,HPO,-Lésung 
wurden zunachst die Kaliumionen durch den Kationenaustauscher IR, 120 entfernt. 
Dieses Harz wirkte schwach entfarbend auf die Lésung und roch noch nach mehr- 
fachem Waschen nach Karamel. 

Nach dieser Vorbehandlung lief die Lésung durch die Anionenaustauschersaule. 
Hierbei wurde die Lésung vollig entfarbt, wobei sich das gelbe Harz — nach unten 
immer schwacher — braun farbte. Die Lésung wurde in drei gleichgrofen Abschnit- 
ten aus dem Rohr geschwemmt. Diese wurden getrennt mit n/10 HCl eluiert. Die 
Elution des Kationenaustauschers erfolgte mit n/10 NaOH. Da der Karamelgeruch 
bzw. die Farbung bei den Harzen dadurch noch nicht entfernt waren, wurde eine 
weitere Elution des Anionenaustauschers mit héheren Saurekonzentrationen und 
mit Soda sowie beider Austauscher mit Alkohol versucht. 


Das farblose Filtrat der Anionenaustauschersiéule war nicht mehr 
keimungsférdernd, d. h. die aktive Substanz war von einem oder beiden 
Harzen ausgetauscht oder adsorbiert worden. Es konnte jedoch nur aus 
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der obersten Zone der Anionenaustauschersiule, die fast schwarz gefarbt 
war, fordernde Substanz in geringer Menge mit HCl eluiert werden. Die 
Keimung auf dem vervollstandigten Eluat betrug 23°/). Alle anderen 
Eluate waren unwirksam. Der Geruch und die Farbe der Harze hatten 
sich auch durch weitere Behandlung nicht merklich verandert. Eine sonst 
mogliche Regeneration des Harzes blieb also ausgeschlossen. 


Versuch 57 (16. 1. 1958); Tab.5. 


Daf die stark braun gefarbten eigentlichen Karamelprodukte sich stets am oberen 
Ende der Harzsiule ansammeln und daf sie durch Elektrolyte kaum eluierbar 
sind, deutet darauf hin, da sie nicht Ionennatur haben. Wahrscheinlich stellen sie 
héhermolekulare Kérper dar, die durch das ,,Sieb‘‘ der mit Divinylbenzol vernetzten 
Molekiile des Polystyrolharzes nicht durchgelassen werden. Statt dessen werden sie 
auf der Oberflaiche des Harzes adsorptiv gebunden (vgl. PARTRIDGE 1952). 

Als Entfarbungsharz in der Zuckerindustrie wird das nur schwach vernetzte, 
stark basische Harz IRA 401 empfohlen. Nach dem Durchlaufen der unvorbehan- 
delten Karamellésung durch die IRA 401-Saule zeigten sich deutlich drei Zonen: 
1. eine obere, rotbraun bis schwarz gefarbte, 2. eine mittlere von der Farbe des 
Harzes, gelb, und 3. eine untere braune, die aber heller war und einen etwas anderen 
Farbton hatte als die oberste Schicht. 


Die drei Schichten wurden getrennt aus dem Rohr geschwemmt und 
mit Salzsaéure eluiert. Auch nach langerem Stehen und mehrfachem 
Schiitteln blieb die Farbe von 1 fast schwarz, das Eluat war goldbraun 
gefarbt. Schicht 2 hatte ein farbloses Eluat, Schicht 3 ein hellbraunes; 
das Harz behielt auch hier einen Teil der gefarbten Substanzen zuriick. 
Das Filtrat war vollig farblos. Es enthielt auBer dem restlichen Zucker 
die Kaliumionen und reagierte dementsprechend alkalisch. Die Keimung 
in den beiden Eluaten der beiden gefarbten Banden betrug 90°/), die 
mittlere, ungefarbte Bande und das Filtrat forderten nicht (Versuchs- 
daten siehe Tab. 5). 


Tabelle 5 (Versuch 57, 16. 1.1958). Adsorption und Elution von Karamel und 
keimungsfordernder Substanz an einer Sdule von IRA 401 
Vervollstindigung der auf Keimungsforderung zu testenden Fraktionen: Eluat 
(Filtrat) zu 5fach konzentrierter vollstindiger Nahrlésung wie 4:1; py (ein- 
gestellt) 6,5. Weitere Erlauterungen im Text 


Siiulenabschnitt 1 | 2 3 Filtrat 
Farbung des Harzes schwarz | gelb braun | — 
Farbung des Eluats goldbraun | __ farblos hellbraun | farblos 
Keimung in Prozent 90 | 3 88 0 


Die beiden fordernden Eluate geben die Indigo-Reaktion nach Frau, 
enthalten also Acetat. Auch bei dem Eluat der mittleren Zone war 
Acetat nachzuweisen; die Reaktion gelang jedoch erst nach mehreren 
Versuchen und war soschwach, daB es sich nur um Spuren handeln kann, 
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3. Qualitative Papierchromatographie 


Mit Hilfe der Papierchromatographie wurden aus der Karamellésung 
folgende Stoffe durch Vergleichssubstanzen identifiziert: Fructose 
(Mannose) (Ry = 0,16), Glycerinaldehyd (Rr = 0,30), Dioxyaceton 
(Rr = 0,39); (Lésungsmittel: Butanol — Ameisensiiure — Wasser; 
Entwickler: Silbernitrat, Kalilauge). Die eigentlichen Karamelprodukte 
waren schon vor dem Entwickeln an der braunen Farbe zu erkennen. Sie 
bilden zusammen mit der Glucose einen groBen Fleck mit starker 
Schwanzbildung (Rr = 0,74). 

Autoklavieren einer Lésung von Dioxyaceton und sekundarem Kalium- 
phosphat liefert schon nach kurzem Erhitzen fordernde Substanz. Auf 
dem Chromatogramm bildet diese Lésung je einen Fleck von Karamel- 
produkten, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, verhalt sich also im 
Chromatogramm sehr ahnlich wie die erhitzte Glucoselosung. 

In saurem Milieu (px 5) erhitztes Dioxyaceton bleibt — wie das Chro- 
matogramm zeigte — auch bei Gegenwart von primaérem Kalium- 
phosphat unverandert. Ebenso wie durch unbehandeltes Dioxyaceton 
wird durch diese Lésung die Keimung nicht geférdert. Entsprechende 
Ergebnisse erhalt man mit Glycerinaldehyd als Ausgangsprodukt. 

Versuche, fliichtige Sduren papierchromatographisch als Ammonium- 
salze nachzuweisen (Loésungsmittel: Aethylalkohol — Ammoniak; Indi- 
cator: saures Bromphenolblau) schlugen fehl, da die Substanzen vom 
Startpunkt aus nicht wanderten, sondern nur geringe Schwanzbildung 
verursachten. Wahrscheinlich st6ren hier die Karamelprodukte. 


4. Préparative Papierchromatographie 


Eine Trennung gréBerer Substanzmengen wurde auf papierchromatographischem 
Karton versucht. Die Ergebnisse des Keimungstests waren verhaltnismaBig un- 
einheitlich, wahrscheinlich, weil die fordernden Stoffe beim Trocknen der Chromato- 
gramme fliichtig sind. Wenn jedoch forderndes Eluat gewonnen werden konnte, 
dann immer aus dem Abschnitt R; 0,05—0,25, und zwar sowohl bei karamelisierter 
Glucose + Phosphat- als auch bei Dioxyaceton + Phosphat-Lésung. Durch 
weitere Zerteilung dieser Zone und getrennte Elution der Abschnitte konnte keine 
genauere Bestimmung des R;-Wertes erreicht werden. 


5. Abtrennung bestimmter Sduren als Bleisalze 
Versuch 43 (12. 11. 1957). 


,In schwach essigsaurer, waBriger Lésung werden durch neutrales Bleiacetat 
unter anderem ausgefallt: Oxalsiure, Fumarsaure, Weinsaure, Citronensaure, Tso- 
citronensaure; auf Zusatz von Alkohol fallen praktisch alle mehrbasischen Sauren 
als Bleisalze aus. Wird die mit Bleiacetat versetzte waBrige Lésung dann leicht 
alkalisch gemacht ..., so fallen zusitzlich unter anderem aus (besonders in Gegen- 
wart von Alkohol): Glykolséure, Malonsiure, Milchsiure, Bernsteinsaure, Apfel- 
saure.‘“‘ (Zitat nach WotF aus Pancu, Moderne Methoden der Pilanzenanalyse I, 
S. 481.) Nach von Evter (1950) bilden auch Reduktone, das sind Dienole, un- 


lésliche Bleiverbindungen. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 37 12 
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Es wurde untersucht, ob nach Fallung durch Bleisalz mit und ohne 
Zusatz von Alkohol noch Keimungsforderung auftritt oder nicht. Um 
keine fremden Anionen in die Lésung zu bringen, wurde Bleihydroxyd 
verwandt. Da die Karamellésung schwach sauer ist, muB sie Blei- 
hydroxyd lésen kénnen. Dadurch wird sie selbst alkalisch, so daB ein 
Zusatz von Ammoniak nicht mehr notwendig ist. Nach der Fallung war 
die Lésung nur noch gelblich gefarbt. Alkoholzusatz bewirkte keine 
weitere Fallung. Je 1 ml der behandelten und unbehandelten Karamel- 
lésung wurde zu 1 ml fiinffach konzentrierter Nahrlésung gegeben und 
mit aqua dest. auf 5 ml aufgefiillt. 

Die Keimung in der unbehandelten Karamellésung betrug 93°/,, die 
in der Blei-behandelten Lésung 79°/, und die in der Blei-Alkohol-behan- 
delten 68°/,. Die Keimungsférderung ist durch die Vorbehandlung etwas 
reduziert. Trotzdem ist die Annahme berechtigt, daB weder die im Zitat 
erwahnten Saéuren noch Reduktone entscheidend zur Keimungsférderung 
beitragen. Diese ist immer noch recht gut; auBerdem mag Adsorption 
an den Niederschlaégen eine Rolle spielen (vgl. S. 164, langsame Gelb- 
fairbung des Bleichlorid-Niederschlages) sowie die Fliichtigkeit der wirk- 
samen Stoffe im Vakuum im Fall der Blei-Alkohol-behandelten Lésung. 


6. Abtrennung fliichtiger Substanzen 


Eine weitergehende Eingrenzung des Bereiches der in Frage kommen- 
den Stoffe wurde durch Vertreiben der fliichtigen Bestandteile erreicht. 

Wurde die saure Karamellésung (px 6,3) im Vakuum eingeengt, so 
wirkte der Riickstand nicht mehr fordernd. Durch starkeres Ansdéuern 
der Lésung mit Phosphorsdure und anschlieBende griindliche Wasser- 
dampfdestillation konnten die férdernden Stoffe ebenfalls vertrieben 
werden. Der Riickstand hatte keinerlei Wirkung auf die Keimung. 

Durch Versetzen mit Phosphorséure und einfaches Abdestillieren 
konnte das fordernde Agens nicht vollstéindig entfernt werden. In hoher 
Konzentration war der Destillationsriickstand noch aktiv. Das Destillat 
allerdings bewirkte fast 100°/,ige Keimung. 

Die fordernden Substanzen miissen also fliichtig sein. 


7. Nachweis fliichtiger Substanzen 
Kin griindliches Literaturstudium unter besonderer Beriicksichtigung 
der Arbeit von Sommer u. Hatssautn, 1957, sowie die bisher gewon- 
nenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lieBen die Essigséure als den 
einzigen in Frage kommenden Stoff erscheinen, der aus Glucose ent- 
stehen und die Keimung von Phycomyces-Sporen in einem so starken MaB 
fordern kann. 


Anfangliche Versuche, Hssigsiure direkt in der Karamellésung nachzuweisen, 
waren — ebenso wie die papierchromatographische Analyse fliichtiger Siuren — 
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fehlgeschlagen. Der Grund war wahrscheinlich in allen Fallen der stérende Einflu8 
der Karamelprodukte. 

Die Nachweisreaktionen wurden daher jetzt im Destillat der mit Phos- 
phorsdure versetzten Lésung durchgefiihrt. Essigsiiure wurde sowohl 
durch die Indigoreaktion nach Friex als auch nach Kriger u. TscutrcH 
als Natrium-Uranyl-Acetat nachgewiesen. 

Das Destillat zeigte auBerdem reduzierende Eigenschaften. Es ent- 
farbte Kaliumpermanganatlésung und schied aus ammoniakalischer 
Silbernitratl6sung metallisches Silber aus. Fiir diesen Reduktionseffekt 
k6énnen Ameisensaure, Formaldehyd und Acetaldehyd in Frage kommen, 
die nach dem angenommenen Reaktionsgang (vgl. 8.179) neben Essig- 
saure entstehen. 


8. Wirkung Acetat-chnlicher Stoffe 

Versuch 157 (11. 2. 1959), 159 (13. 2. 1959) und 160 (8. 4. 1959). 

Es wurden zum unbehandelten, vollstiindigen Keimsubstrat folgende, ebenfalls 
unbehandelte Substanzen zugesetzt: Ameisensiure als Natriumformiat, Form- 
aldehyd, Acetaldehyd, Propionsaiure, Buttersiure, Valeriansiure und Glyoxyl- 
sdure. Der pq-Wert wurde mit NaOH auf 6,5 eingestellt. 

Formiat und Formaldehyd bewirken je nach der Konzentration eine 
mehr oder weniger starke Keimungshemmung. In nicht zu hohen Kon- 
zentrationen (0,016—0,065 m) férdert Acetaldehyd die Keimung, aller- 
dings nur auf etwa 35°/,; hdhere Konzentrationen wirken ungiinstig auf 
die Sporen, die dann geschrumpft aussehen. 

Propionsaure fordert bei einer Konzentration von 0,012 —0,025 m die 
Keimung auf fast 100°/,. Buttersdéure fordert nur in der héheren Kon- 
zentration (0,025 m) auf 85°/,; darunter sinkt die Férderung rasch ab. 
Auch hier bewirken héhere Konzentrationen ein pathologisches Aus- 
sehen der Sporen. Mit Valerianséure konnte keine Férderung erzielt 
werden. In den geringeren Konzentrationen (0,008 —0,015 m) waren die 
Sporen gequollen; es hatten sich nach 15 Std aber noch keine Vacuolen 
gebildet. 

Uberraschend war die auBerordentlich groBe Wirksamkeit der Glyoxyl- 
sdure. Sie wirkt in einem Konzentrationsbereich optimal, der fast eine 
Zehnerpotenz unter dem der Essigsdure liegt, die nach SoMMER u. 
HALBSGUTH am wirksamsten ist; d. h. sie steigert in einer Konzentration 
von 0,001 —0,006 m (gegeniiber 0,006 —0,012 m und mehr bei der Hssig- 
siure) die Keimung auf praktisch 100°/). Héhere Konzentrationen wirken 
weniger giinstig, dagegen werden durch 0,0003 molare Lésung noch 20°/, 
der Sporen zum Keimen gebracht. 

Um die Méglichkeit zu priifen, ob Glyoxylsdiure die Wirksamkeit der 
Essigsiure noch verbessern kann, wurde ein Versuch unternommen, der 
aber als nur vorlaufig zu betrachten ist. Zu 0,0003 m Glyoxylsaurelosung, 


die 20°/, Keimung bewirkt, wurde eine Lésung der kleinsten, gerade 
12* 
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noch auf 7°/, fordernden Menge Acetat (0,0006 m) gegeben. Dadurch 
erhohte sich die Keimung auf 28°/,. Unter diesen Konzentrationsbedin- 
gungen scheinen sich die Wirkungen der beiden Sauren also nur zu 
addieren. Wirkungskurven von Essig- und Propionsaure finden sich bei 


Sommer u. Hatsseuts (1957). 

In der Karamellésung war Glyoxylsaure nach der bei HopKms u. COLE 
(1901) angegebenen Farbreaktion mit Tryptophan und konzentrierter 
Schwefelsiure nicht nachzuweisen. Deshalb wurden keine weiteren 
Versuche zur Glyoxylsdurewirkung unternommen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Ergebnisse des ersten Teiles der vorliegenden Arbeit gestatten 
einige Aussagen iiber die Reaktionen, die in zuckerhaltiger Nahrlésung 
zur Bildung von physiologisch wirksamer Substanz fiihren. Zu ihrer 
Diskussion erscheint es geboten, zundchst auf die Literatur zum Problem 
des Zuckerabbaus im alkalischen Medium einzugehen. 


Altere Untersuchungen iiber die Umwandlungen einfacher Zucker in verdiinnten 
Alkalilésungen (LoBRY DE BruyN u. ALBERDA VAN EKENSTEIN 1895; NEF 1910) 
hatten im wesentlichen folgende Ergebnisse: Es findet tiber das Endiol eine Um- 
wandlung der epimeren Zucker ineinander und in die entsprechenden Ketosen 
statt (van Ekensteinsche Umlagerung, siehe auch Speck 1958). Es wurden Milch- 
siuren und andere Oxysauren nachgewiesen. 

Erst Ende der zwanziger Jahre begann man, sich erneut mit dem Zuckerabbau 
im schwach alkalischen Milieu zu beschaftigen, weil man glaubte, der Zuckerabbau 
in der Zelle kénne analog den ,,in vitro“-Versuchen verlaufen. Die Temperaturen 
wurden also im allgemeinen in physiologischen Grenzen gehalten. 

Evans u. Mitarb. (1926—1928) untersuchten im Rahmen von Arbeiten iiber den 
Mechanismus der Kohlenhydratoxydation die Kinwirkung von Kalilauge auf ver- 
schiedene Zucker, ebenso auf Glycerinaldehyd, Dioxyaceton und Methylglyoxal. 
Sie erhielten in allen Fallen die gleichen Endprodukte, nimlich Milch-, Essig- und 
Ameisensaure sowie Karamel. Bei niedrigen Temperaturen und Alkalikonzentra- 
tionen kann unter bestimmten Bedingungen Methylglyoxal nachgewiesen werden. 
Nur bei héherer Temperatur (75° C) werden aus verschiedenen Zuckern die jeweils 
gleichen Mengenverhiltnisse der Siuren gebildet. Bei ansteigender Alkalikonzen- 
tration zeigen die Mengen der bei 75° C gebildeten Saiuren ein Optimum bei 0,5 n 
KOH. Die Milchséurebildung verliuft etwas anders. Sie erreicht ein Maximum bei 
etwa 3n KOH und behalt dies auch bei héheren Alkalikonzentrationen bei. DaB 
die Essig- und Ameisensiurebildung bei héheren Alkalikonzentrationen wieder 
abnimmt, soll an der erhéhten Milchsaiurebildung unter diesen Bedingungen liegen. 
Mit weiter erhohter Alkalikonzentration und Temperatur nimmt die Bildung von 
Karamel derartig zu, daB die genauere Erfassung der oben erwahnten Sauren 
unméglich wird. 

FiscHiLer u. Mitarb. (1926—1930) fanden bei ahnlichen Arbeiten praktisch die 
gleichen Stoffe. Sie wiesen bei der Glucosespaltung durch Destillation in schwach 
alkalischer Lésung Methylglyoxal, Dioxyaceton und Glycerinaldehyd nach. Bei 
Destillation unter stindiger Sauerstoffversorgung entstanden sowohl aus dem 
Zucker als auch aus den oben genannten Spaltprodukten Acet- und Formaldehyd 
sowie Kohlen-, Essig- und Ameisensiure. Methylglyoxal konnte wahrscheinlich 
deshalb in gréferer Menge aufgefunden werden, weil es staéndig aus dem Reaktions- 
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gemisch abdestillierte. Es erleidet sehr leicht Verainderungen wie Karamelisierung 
und Dismutationen, durch die es mit Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in enger 
Beziehung steht. 

Von Ever u. Martius (1935) wiesen als das reduzierende Agens nach alkalischer 
Behandlung von Zuckern Redukton (C,0,H,) nach, indem sie in Gegenwart von 
Bleiacetat erhitzten, wobei das — sonst nur als Zwischenprodukt auftretende — 
Reducton als Bleiverbindung ausfallt. Spater wurde der Name Reduktone auf 
eine ganze Stoffklasse ausgedehnt, die die Endiole umfaft (von EuLER 1950). 
In der letztgenannten von Eulerschen Schrift wird der schon von Evans an- 
gegebene Mechanismus der Glucosespaltung nach Endiolbildung und die Um- 
wandlung der resultierenden C,-K6rper ineinander bestatigt. Die dort angefiihrten 
Reaktionen sind in dem untenstehenden Schema zusammengefabt: 


Dioxyaceton Glycerinaldehyd 
H,COH H,COH 
| 
C=0 HCOH 
| | 
H,COH islO==0) 
} 
H,COH 
HCOH i | 
| H,COH 
COH | 
(taal Rly th | 
COH I 
HCOH 
HCOH | 
Endiol 
H,COH | 
Glucose- - H,O 
Fraction | 
Mannose- HC=O 
| 
C=O | 
| 
CH, | 
Methylglyoxal | 
CH,COOH + HCHO faa O 
(Essigsiure + Formaldehyd) HCOH 
| 
CH,CHO + HCOOH CH, 


Acetaldehyd + Ameisensa 
(Acetaldehyd + Ameisensaure) Milcheauré 
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Wenn die Endiol-Doppelbindung an einer anderen Stelle des Molekiils liegt, 
so besteht noch die Méglichkeit, da die kleineren Bruchstiicke in gewisser Menge 
ohne den Umweg iiber Dioxyaceton usw. direkt aus der Glucose abgespalten werden. 
Wahrscheinlich liegen die verschiedenen Glucose-Endiole nebeneinander vor und 
ergeben eine Vielzahl von Spaltprodukten, so da der obige Reaktionsgang nur 
einen bestimmten Fall darstellt. Bei nicht zu hohen Temperaturen kann auch eine 
intramolekulare Disproportionierung stattfinden, die von Glycerinaldehyd direkt 
zu Milchséure fiihrt. 

Sowohl das Kation (Kusty 1936; SowpEn 1957) als auch das Anion (ENGLIS 
u. Hanawan 1945) des Alkalis haben einen EinfluB auf die Art und das Gleich- 
gewicht der Reaktion. ENGxiis u. HANAHAN erhielten durch zanehmende Phosphat- 
mengen bei gleichem py zunehmende Konversion von Glucose in Ketosen. Andere 
Puffer vom gleichen pq-Wert bewirkten geringere Konversion. 

Auch basische Jonenaustauscherharze in der Hydroxylform bewirken einen 
gewissen Zuckerabbau (BRYANT u. OvVERELL 1951; PHimiips u. Pottarp 1953; 
Hutme 1953). Es wurden Milch- und Glykolsaure als aus dem Zucker entstandene 
Stoffe identifiziert. 

Luxescu (1956) analysierte die Abbauprodukte der durch trockenes 
Erhitzen auf 150° karamelisierten Saccharose. Es wurden identifiziert: 
Glucose, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Brenztraubensdure, (Methyl- 
glyoxal), Oxymethylfurfurol. Die hierbei verwandte Methode der Papier- 
chromatographie wurde auch in der vorliegenden Arbeit benutzt. 

Es finden bei der Karamelisierung von Zuckern nicht nur Abbau- 
reaktionen sondern auch Synthesen statt. Durch Rekombination der 
Spaltstiicke werden Saccharinsauren gebildet. SowpEN (1957) gibt in 
den Advances in Carbohydrate Chemistry eine zusammenfassende Dar- 
stellung iiber diese Produkte. 

Im Autoklaven bilden sich aus Zuckern und Aminosiuren sogenannte 
Maillardprodukte, die Bildung von Karamel aus dem Zucker bzw. seinen 
Spaltprodukten wird durch die Anwesenheit von Aminosiéuren geférdert 
(MarnttaRD 1912, GorrscHaLK u. Partipa@r 1950, KaTcHALsKY u. 
SHARON 1953). Gegeniiber der Wirkung einer Sterilisation des vollstan- 
digen, Casein enthaltenden Mediums erzielten Ramsry u. LANKFORD 
(1956) bessere Stimulation des Wachstums von Lactobacillus, wenn sie 
Glucose und Phosphat fiir sich erhitzten. Rosk u. Pererson (1949) 
beobachteten eine Verzdgerung des Wachstums von Lactobacillus nach 
Autoklavieren von Glucose in Gegenwart von Aminosiuren. Sie konnten 
diesen Effekt darauf zuriickfiihren, daB die zam Wachstum notwendige 
Aminosiéure durch die Reaktion mit dem Zucker in das Minimum geriet, 
wahrend separat hergestellte Maillardprodukte keinen direkten EinfluB 
auf das Wachstum hatten. 

Ahnlich ist es in der vorliegenden Arbeit. Die Verbindung zwischen 
Asparagin und Glucose, die beim Erhitzen dieser beiden Stoffe entsteht, 
hat keinen EinfluB auf die Keimung von Phycomyces-Sporen, dagegen 
wird durch ihr Entstehen Glucose aus der normalerweise ablaufenden 
Reaktion genommen oder auch die Zuckerumwandlung in Bahnen 
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geleitet, in denen die Entstehung keimungsférdernder Substanz zu- 
gunsten anderer Reaktionen zuriickgedrangt wird. Durch Zuckeriiber- 
schuB kommt wieder ein fiir die Entstehung keimungsfordernder Stoffe 
besseres Substanzverhaltnis zur Wirkung. Dieses ist offenbar vorwiegend 
von der absoluten Zuckerkonzentration abhangig, da ja die gleichzeitige 
Erhéhung der Konzentration aller Bestandteile (einschlieBlich Aspara- 
gin) ebenfalls giinstig wirkt (Tab.1, Abb.1). Anwesenheit von mole- 
kularem Sauerstoff begiinstigt die Reaktion, in der keimungsférdernde 
Substanz gebildet wird, oder hemmt die Entstehung von Maillard- 
produkten. Erhéhung der Zuckerkonzentration bringt den durch das 
Asparagin hervorgerufenen Effekt allmahlich zum Verschwinden. Damit 
ist erklart, warum er in der Arbeit von SomMER u. HaLesautuH, in der 
mit einer Glucosekonzentration von 4°/, gegeniiber normalerweise 1,5°/, 
in der vorliegenden Arbeit gearbeitet wurde, verhaltnismaBig gering war. 

Von den Autoren wird fiir den geringen pq-Abfall und die geringere 
Forderung bei Anwesenheit von Asparagin wahrend des Erhitzens dessen 
pu-balancierende Wirkung verantwortlich gemacht. Es wird aber schon 
die Vermutung ausgesprochen, daB in dem Komplex der Reaktionen 
die Erzeugung keimungsférdernder Substanzen nur ein Teil der 
Gesamtveranderung ist“. 

Die Kurven des pq-Werts in Abhangigkeit von der Zeit des Auto- 
klavierens (Abb.2) entsprechen recht gut der Pufferkurve von sekun- 
darem Phosphat. Das bedeutet, da in der Zeiteinheit immer etwa 
gleich viel Saure produziert wird, und zwar mehr als aus dem py-Abfall 
direkt abzulesen ist. Die Kurve fiir einfach konzentrierte vollstandige 
Nahrlésung bleibt fast bis zum Schlu8 (60min Autoklavierung) im 
alkalischen py-Bereich. Man kénnte wie SoMMER u. HALBSGUTH eine 
zusaitzliche Pufferwirkung des Asparagins vermuten. Das Asparagin 
selbst kann jedoch nicht in diesem Sinne wirken, weil nach eigenen Fest- 
stellungen seine Zugabe zu Phosphatlésungen in jedem py-Bereich 
Ansauerung hervorruft. Das Asparagin miiBte also eine Verbindung mit 
vorwiegend alkalischen Eigenschaften bilden, die bei der gréBeren Ver- 
diinnung Pufferwirkung zeigt. Eine andere Moglichkeit ware, daB bei 
niedriger Zuckerkonzentration in Gegenwart von Asparagin diese (jeden- 
falls nicht saure) Verbindung in erhohtem Ma entsteht und also tat- 
siichlich weniger Saure in der Zeiteinheit gebildet wird als bei Anwesen- 
heit groBerer Glucosemengen. 

Die im Anfang der Erhitzung (110° C) entstandenen sauren Produkte 
spielen fiir die Keimférderung offenbar keine Rolle, da diese erst ab der 
Stufe ,,10 min“ deutlich erkennbar wird (Abb.3). (Dies gilt fiir die 
Glucose ++ Phosphat-Lésung; bei der Sterilisation vollstandiger Nahr- 
Jésungen macht sich die keimungsférdernde Wirkung erst nach einer 
Sterilisation, die langer als 15 min dauert, deutlich bemerkbar.) Danach 
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entsteht — grob ausgedriickt — in der Zeiteinheit immer gleich viel 
fordernde Substanz, auch wenn der py-Wert (!) bereits unter den 
Neutralpunkt gesunken ist. Es laufen also mehrere Prozesse nachein- 
ander ab, von denen nur die ersten oder der erste alkalisches Milieu ver- 
langen, wahrend die folgenden oder der folgende zumindest im vorliegen- 
den Bereich py-unabhangig ist. In diesen letzten Vorgangen findet erst 
die entscheidende Bildung fordernder Substanz statt. 

An dieser Stelle soll daran erinnert werden, daB auch Dioxyaceton 
(oder Glycerinaldehyd) — sogar schon nach kurzem Autoklavieren — 
bei Anwesenheit von sekundaérem Phosphat férdernde Substanz liefert, 
die offenbar mit der aus Glucose gebildeten identisch ist (vgl. 8.175). Die 
Reaktion findet wie bei der Glucose nur im Alkalischen unter Anséuerung 
des Mediums statt. 

Betrachtet man das Reaktionschema nach Evans in bezug auf diese 
Ergebnisse, so 1éBt sich folgendes aussagen (siehe auch voN EULER 1950 
und Sprck 1958): Vor allem die Umwandlung des Zuckers und des 
Dioxyacetons in das entsprechende Endiol verlangt alkalisches Milieu. 
Der weitere Zerfall der Molekiile ist wahrscheinlich der py-unabhangige 
ProzeB. Dabei ist der py-Bereich von 6,3—8,3 in den besprochenen Ver- 
suchen zu beachten, der die letzte Aussage in diese Grenzen einengt. 
Diese Auslegung spricht fiir die am Ende entstehenden kleineren Bruch- 
stiicke — unter diesen die Essigsiure — als die fiir die Erhéhung der 
Keimung durch langes Autoklavieren entscheidenden Stoffe. 

Die scheinbar ausgezeichnete Ubereinstimmung zwischen den Kurven 
der px-Werte und der Keimprozente mag erstaunlich sein. Zu bedenken 
bleibt aber, daB bei dem KaramelisierungsprozeB auBer dem fordernden 
Agens noch eine Vielzahl anderer saurer Produkte entsteht ; diese werden 
unter anderem aus kleineren Bruchstiicken rekombiniert (SOWDEN 1957), 
entstehen also méglicherweise erst nach lingerer Reaktionsdauer und 
unter Verbrauch von aktiver Substanz. Die Kompliziertheit der Auf- 
und Abbaureaktionen kommt in den Kurven nicht zum Ausdruck. 

In den Arbeiten von FiscHLER sowie von Evans ist kein spezifischer 
Essigsiurenachweis angegeben. Die Ameisensiure wurde dort quanti- 
tativ aus dem Destillat entfernt und durch Titration die restliche Saure 
als Essigsiure bestimmt. Nach Eingrenzung des Bereiches der fiir die 
Férderung in Frage kommenden Stoffe auf fliichtige Substanzen im 
Laufe der vorliegenden Arbeit wurde es wichtig, den eindeutigen quali- 
tativen Nachweis der Essigsiure zu liefern. Dieser gelang nach dem 
Abtrennen der Karamelprodukte sowie der anderen nicht fliichtigen 
Stoffe. 

SomMER u. Hatsscuru erreichten die stirkste Keimungsforderung 
durch Acetat, das in einer Konzentration von 0,012 m und mehr maxi- 
mal wirkt (90°/) Keimung); 0,003 m Acetat bewirken noch eine Keimung 
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von 50°/o. AuBer der beim Autoklavieren ja nicht entstehenden Glyoxyl- 
saure ist kein anderer Stoff bekannt, der noch in dieser Verdiinnung die 
Keimung von Phycomyces-Sporen so stark férdert wie gerade Acetat. 
Aus 0,083 m Glucose (1,5°/)) kénnen — besonders nach Spaltung des 
Molekiils in zwei C;-Bruchstiicke — leicht zur Keimungsférderung 
geniigende Mengen Essigsiure gebildet werden, selbst wenn auBer den 
oben im Schema angegebenen, zu Essigsaure fiihrenden Reaktionen noch 
andere, kompliziertere ablaufen und nur ein Teil des Zuckers verbraucht 
wird. Der Beweis der Fliichtigkeit des fordernden Agens sowie der Nach- 
weis von Acetat in der Karamellésung bieten eine hinreichende Erklarung 
fiir deren fordernde Wirkung. Die braunen Karamelprodukte selbst 
haben keinerlei keimungsférdernde Wirkung bei Phycomyces-Sporen. 

Da Acetaldehyd, der schwach férdert, auch als Abbauprodukt der 
Glucose in Frage kommt und auch in das fordernde Destillat iibergeht, 
hat er méglicherweise einen Anteil an der keimungsférdernden Wirkung 
der Karamellésung. Dieser diirfte allerdings gering sein, da nur ein enger 
Konzentrationsbereich dafiir in Frage kommt. Es ware sogar méglich, 
da8 héhere Konzentrationen — ebenso wie die Anwesenheit von Ameisen- 
sdure und Formaldehyd — der Essigsiure entgegenwirken. 

Die Tatsache, daB Glyoxylsadure die Essigsdure in ihrer Wirkung weit 
ubertrifft, ist vielleicht insofern bedeutend, als gerade in letzter Zeit bei 
Mikroorganismen, darunter Pilzen (OLson 1954), und héheren Pflanzen 
ein Glyoxalatcyclus aufgefunden worden ist, der in engster Beziehung 
zum Citronenséurecyclus steht. Acetat greift in diesem Cyclus an zwei 
Stellen als Acetyl-Coenzym A ein!. Weitere Untersuchungen miissen 
zeigen, ob ein solcher Cyclus fiir die Keimung von Phycomyces-Sporen 
so entscheidend ist, daB er sie iiberhaupt erst in Gang setzt, und ob die 
Erhéhung der Konzentration eines seiner Glieder oder allgemeiner die 
Verschiebung eines Gleichgewichts notwendig ist, um ihn anlaufen zu 
lassen. Ein vorlaufiger Versuch, durch gleichzeitigen Zusatz von Glyoxyl- 
und Essigsdure etwas iiber deren Zusammenwirken zu erfahren, konnte 
noch keinen AufschluB geben. 

Glyoxylsaure tritt in allen Essigséurepraparaten durch Autoxydation 
nach monatelangem Stehen in geringen Spuren auf (HopKIns u. CoLE 
1901). In Keimungsversuchen mit zugesetztem, kauflichem Acetat kénn- 
ten solche Verunreinigungen eine gewisse Wirkung entfalten; es ist aber 
unwahrscheinlich, daB sie fiir eine starkere Férderung ausreichen. Aus 
Glucose entstehen nach den Autoren nur dann nennenswerte Mengen 
Glyoxylsiure, wenn der Zucker mit Peroxyd in Gegenwart von Ferro- 
salzen gekocht wird. 

Ebenso wie der negative Ausfall der Nachweisreaktion auf Glyoxyl- 
siure zeigt auch der Versuch der Bleifallung, daB héchstens ganz geringe 


1 Fortschr. Bot. 20, 177—179 (1958). 
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Spuren von Glyoxylsiure bei der Karamelisierung entstehen konnen, 
deren Wirkung auf die Keimung jedenfalls vernachlassigt werden darf. 
Durch Bleisalze werden sowohl Glyoxylsdure selbst als auch Glykolséure 
und Oxalsiiure, die Produkte ihrer Cannizzaro-Umlagerung, ausgefallt. 
Trotzdem betrug selbst in der Blei-behandelten Lésung, die im Vakuum 
von Alkohol befreit worden war, wobei sicher ein Teil der Essigsaure 
verlorenging, die Keimung noch etwa 70°/o. 


Alle diese Uberlegungen fiihren zu dem SchluB, daB unter den Sub- 
stanzen, die bei Sterilisation Glucose (etc. mutatis mutandis)-haltiger 
Lésungen als Abbauprodukte des Zuckers entstehen, allein (oder zumin- 
dest doch in erster Linie) der Essigsiure die Bedeutung eines fiir die 
Keimung der Sporen von Phycomyces wesentlichen Faktors zukommt. 
Denn ob tatsachlich dem Acetaldehyd die keimungsférdernde Wirkung 
selbst zuakommt, kann nach den bisher vorliegenden Versuchen nicht mit 
Sicherheit gesagt werden. Es miiBte erst festgestellt werden, ob das ver- 
wendete Praparat restlos frei von Essigsaure ist und auch gepriift werden, 
ob nicht unter den Versuchsbedingungen aus ihm etwa Essigsaure ent- 
steht. 

Die durchgefiihrten Versuche zeigen, daB schon kurzes Sterilisieren 
von Nahrlosungen Veranderungen hervorruft, die sich physiologisch 
entscheidend auswirken kénnen. Dabei ist auch die Zusammensetzung 
und Konzentration der Lésung wahrend des Erhitzens von grober 
Bedeutung. Es ist denkbar, da manche Beobachtungen auch bei anderen 
Organismen durch Uberpriifen der Sterilisationsbedingungen und deren 
Wirkung aufzukléren sind, selbst wenn nicht iiberall ein so einfacher 
Stoff wie gerade Essigsaure fiir die physiologische Wirksamkeit des ver- 
anderten Substrats verantwortlich zu machen ist. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die wahrend der HeiBbehandlung (1 Std/110° C) einer vollstin- 
digen Nahrlosung stattfindende Bildung von Substanzen, welche die 
Keimung von Phycomyces-Sporangiosporen férdern, wird durch hohe 
Gesamtkonzentration und niedrige Schichthéhe begiinstigt. Diese Ab- 
hingigkeit besteht nicht, wenn in der erhitzten Lésung das Asparagin 
fehlt. 


2. Asparagin hemmt die Bildung keimungsférdernder Substanz stirker, 
wenn die Erhitzung unter SauerstoffabschluB vorgenommen wird. Die 
Hemmwirkung kann durch Erhéhung der Glucose-Konzentration ver- 
ringert werden. 


3. Bei der Erhitzung einer Losung, die nur Glucose und Asparagin 
enthalt, eventuell entstehende Maillardprodukte beeinflussen die 
Keimung nicht. 
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4. Da bei der Erhitzung der Lésung bald ein kraftiger px-Abfall ein- 
tritt, keimungsfordernde Wirkung aber erst nach lingerer Hei®behand- 
lung in stairkerem MaBe entwickelt wird, ist es wahrscheinlich, daB die 
keimungsférdernden Glucose-Abbauprodukte erst im spiiteren Verlauf 
der Reaktionskette gebildet werden. 

5. Aktivkohle adsorbiert die keimungsfordernden Substanzen. Elution 
wurde nicht erreicht. Amberlite IRA 401 absorbiert die fordernden 
Substanzen in zwei gefiirbten Zonen neben Karamelprodukten. Elution 
mittels HCl ist méglich. Die Eluate beider Zonen enthalten Acetat 
(Indigo-Reaktion nach FErat). 

6. Papierchromatographisch konnten mittels Vergleichssubstanzen in 
der Karamellésung Glucose, Fructose, Mannose, Glycerinaldehyd, Dioxy- 
aceton und Milchsaure nachgewiesen werden. 

7. Dioxyaceton und Glycerinaldehyd liefern (in K,HPO,-Lésung) wie 
Glucose nach kurzem Erhitzen keimungsférdernde Substanzen. Chroma- 
tographisch verhalt sich die erhitzte Loésung ahnlich erhitzter Glucose- 
lé6sung. In saurem Milieu erhitztes Dioxyaceton bleibt unverandert und 
fordert die Keimung nicht. 

8. Ausfallung von z. B. mehrbasischen Séuren, Oxysaéuren und Reduk- 
tonen als unlosliche Bleiverbindungen bewirkt keine wesentliche Ver- 
minderung der Aktivitét der Lésung. Dagegen konnen die keimungs- 
fordernden Substanzen mittels Vakuum- oder Wasserdampfdestillation 
aus erhitzten Losungen (K,HPO,) von Glucose, Dioxyaceton etc. ent- 
fernt werden. Das Destillat ist stark keimungsfordend. Es enthalt Essig- 
sdure und eine reduzierende Komponente. Glyoxylsdure konnte nicht 
nachgewiesen werden. 

9. Die fiir die Keimungsférderung optimale Konzentration von Gly- 
oxylsdure liegt wesentlich niedriger als die der Essigsdiure. Auch Acetalde- 
hyd und der Essigsdéure homologe Sauren haben in bestimmten Konzen- 
trationsbereichen giinstige Wirkung auf die Keimung. Aber auf Grund 
der Ergebnisse dieser Arbeit mu8 in erster Linie der Essigséure unter den 
Substanzen, die in einer Glucose und sekundares Phosphat enthaltenden 
Lésung bei Erhitzung entstehen, die keimungsférdernde Wirkung zu- 
geschrieben werden. 


Die vorliegende Arbeit entstand in den Jahren 1957—1959 im Botanischen 
Institut der Universitat Frankfurt am Main unter der Anleitung von Herrn Prof. 
Dr. W. Hatzsquru. Meinem verehrten Lehrer danke ich besonders herzlich fiir 
die Anregung zu dem Thema sowie fiir den Rat und die stete Hilfsbereitschatt, 
die er mir in der Zeit zuteil werden lieB. 
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The nutritional requirements of Aspergillus niger and the relationship 
between the constituents of fermentation media and yields of citric acid 
by this organism have been extensively investigated. In general, attain- 
ment of desirable yields of acid were found to be dependent on the con- 
centration of trace metals in the medium, particularly iron, zinc, and 
manganese (Krros et al. 1953). The sensitivity of the fermentation to 
these trace metals usually precluded use of crude carbohydrates as a 
carbon-source unless these were first subjected to considerable purifi- 
cation. However, Moyer (1952a,b) found that the addition of low 
molecular weight alcohols (methanol, ethanol, and isopropanol) to media 
containing crude carbohydrates greatly stimulated citric acid production 
in both surface and submerged culture. Moyer theorized that these 
alcohols functioned by increasing tolerance of the mold to trace metals. 

During the course of an investigation on citric acid production by 
heterokaryotic cultures of A. fonsecaeus NR RL-67, a large-spored species 
of the A. niger group, we were able to confirm the stimulatory effect of 
methanol as reported by Moysr and, in addition, correlated stimulation 
with the presence of manganese. A preliminary report was made of these 
results (CrEGLER and RaPrEeR 1957a) but the press of other investigations 
prevented early publication. 

Tana and Eu-Zainy (1959) subsequently reported that methanol 
masked the stimulatory action they had previously noted to be given 
by zine but also eliminated the inhibitory effects of iron and manganese 
addition. Our results are an extension of those reported by Tana and 
EL-ZAIny. 


Methods 


A synthetic basal medium of the following composition was prepared: Sucrose 
130 gm.; KH,PO, 1.0 gm.; MgSO, - 0.25 gm.; NH,NO, 2.5 gm.; HCl to py 2.2 to 
2.4; Barnstead-demineralized water to one liter. Trace metals were added to this 


* This investigation was conducted under a contract with the United States 
Department of Agriculture, authorized by the Research and Marketing Act, and 
administered through the Northern Regional Research Laboratory. 

** Present address: Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois. 
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medium as required. Methanol was added just before inoculation. Sucrose was 
purified by cation exchange. through 1400 ml. wet volume of Dowex 50, 50—100 
mesh resin contained in a pyrex-glass column 109 cm. in height, inside diameter, 
5.7 cm. A flow rate of 250 ml. per hour was maintained. 

All glassware was cleaned by the method of Esposrro and Wrinson (1956). 
Glassware was not sterilized for these experiments to prevent the exposure of fresh 
surfaces from which trace metals could be leached. The selective nature of the media 
effectively prevented contamination. 

Surface cultures for citric acid production consisted of 50 ml. of basal medium 
in 300 ml. Erlenmeyer flasks inoculated with dry, ungerminated spores of A. 
fonsecaeus, NRRL-67. Procedures and conditions used for inoculation, incubation, 
harvesting, and analyzing the fermentation have been described (CreaLER and 
Raper 1957b). 


Results 


In preliminary experiments varying concentrations of single trace 
metals (iron, zinc, copper, and manganese) were added to the basal 
medium. In general, addition of only single trace metal ions was insuffi- 
cient to produce either good growth of the mold or desirable yields of 
citric acid. The resulting poor growth showed typical characteristics of 


Table 1. Effect of varying iron concentration on citric acid synthesis 


Fe! Spore | Final 0.1 N acid | Dry weight | Sucrose Citrie acid 
cone. crop produced | of mat used yield 
vem./ml. score pH ml. | gm. | gm. gm. 
0.0 0 eazi 107 0.10 1.07 0.37 
Ont 0 1.60 165 0.15 1.39 0.69 
0.5 1 1.58 82 0.16 0.99 0.14 
1.0 2 1.58 68 0.10 1.30 0.10 
3.0 3 1.61 68 0.11 1.11 0.44 
5.0 4 1.52 103 0.24 1.22 0.27 


1 Fe added as FeCl,. 


metal deficiency i.e., growth occurred in small isolated patches often 
sinking to the bottom of the flask. Representative data in Table (1) show 
that an increasing degree of sporulation occurred with an increase in iron 
concentration from 0.1 to 5.0 ugm./ml. Occurrence of sporulation in 
surface culture usually is correlated with decreased citric acid yields. 
Sporulation occurred at even the lowest level of added manganese 
(0.1 wegm./ml.) with no detectable acid production. Zine or copper inhi- 
bited sporulation at concentrations from 0.1 ugm. to 5.0 ugm./ml. 
Addition of 2°/, methanol to basal media containing 5.0 wgm./ml. of 
either zinc, copper, or iron resulted in further diminution of both growth 
and acid production; slight stimulation occurred on manganese and 
methanol addition. 
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Mycelial growth still exhibited metal deficiencies when both iron and 
copper or iron, copper, and 2°/, methanol were added to the basal medium. 
There was no increase in citric acid production under these conditions. 

Increasing concentrations of iron, while maintaining a constant level 
of manganese, also did not improve growth or acid production (Table 2). 
The mats sporulated heavily but still appeared metal deficient. When 
2°/, methanol was added to a similar series of flasks, sporulation did not 
occur, there was some stimulation of growth and a considerable increase 


Table 2. Effect of manganese!, methanol, and varying iron concentration on citric acid 


synthesis 
Fe Fs Spore a / 0.1 Nacid | Dry weight | Sucrose | Citric acid 
cone. oka erop | ae produced | of mat used yield 
vgm./ml. oh score pu ml. gm. | gm. gm. 

| | 

| } 
0.0 0 3 1.87 | 4.4 0.08 | 0:93:»>) 0.12 
0.1 OF 4 1.72 7.6 0.15 0.92 ; 0.19 
AO 0 4 1.75 T.2 0.13 | 1.00 0.19 
0.0 yy 0 1.63 26.7 0.23 | 1:97) 0.67 
0.1 2 | ) 1.53 19.5 | O6r a 1.50 1.07 
1.0 2 0 URS yi! 65.6 0.20 | 444 | 3.41 


10.05 wgm. Mn/ml. added (as MnCl,) to all flasks. 


Table 3. Hffect of zinc!, methanol, and varying iron concentration on citric acid 


synthesis 

Fe Mathanol! Spore Final | 0.1 Nacid | Dry weight} Sucrose Citric acid 
cone, crop | produced of mat used | yield 
vgm./ml. 9/5 score pH ml. gm. gm. | gm. 
0.0 0 0 1.68 10.3 0.05 52 view, O56 
0.5 0 0 1.6330 a 9.3 0.27 2.27 0.12 
1.0 0 0 183 {| 23.6 | 0.60 2.79 0.79 
3.0 0 0 1.62 63.1 | 0.84 6.90 a3. 02 
5.0 0 0 1.58 | 67.9 0.95 6.35 3.47 
0.0 2 0 2.09 5.6 0.04 1.22 | 0.11 
1.0 2 0 1.54 4.7 0.29 1.70 0.00 
3.0 2 0 1.69 | 6.4 0.46 25S ie lin CO 
5.0 2 0 1.67 49.3 0.87 D212. 02 


10.25 ugm. Zn/ml. (as ZnSO, + 7 H,O) added to all flasks. 


in the rate of sucrose utilization and acid production. In addition, the 
mats became pigmented yellow and developed numerous sclerotia on the 
surface. 

A marked stimulation of growth, consumption of sucrose, and produc- 
tion of acid occurred when both iron and zinc were added to the basal 


medium (Table 3). No sporulation occurred. Added methanol proved 
detrimental. 
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Table 4. Effect of zinc, copper}, methanol, and varying iron concentration on citric acid 


synthesis 

ee ee Oe ee ee ee 
Fe Methanol| Sore Final | 0-4Nacid |Dry weight) Sucrose | Citric acid 

cone. crop produced of mat used yield 

“gm./ml. Ue | score Pu ml. | gm. gm. gm. 
a SA eh a ee BI a 

0 0 0 1.98 oe 0.09 1.40 0.05 

1 0 0) 1.90 2255) 7 | ONS) 4.13 1.09 

3 0 0 1.66 67.8. sda O.83hi2 chy 18.B7 3.15 

5 0 0 1.62 65.1 0.91 5.56 3.57 

10 0 0 60m || 69.6 0.91 5.56 3.84 

iS 0) 0 1.63 ae) ead. 6.44 2.62 

20 0 0 1.64 54.3 1.10 6.44 2.58 

25 Qi st 0 1.64 50.3 ae. 6.43 2.04 

0 2 0 — — 0.02 — — 

1 2 0 172 3:0 0.15 0.59 0.24 

3 2, 0 NAST 8.8 0.60 1.61 0.34 

5 2 0 1.80 34.6 0.92 4.23 1.27 

10 2 0 1.65 51.1 0.92 5.41 2.26 

15 2 0 (Til 50.3 Ate | 6.41 2.3) 

20 2 0 1.73 a5.8 | 115 | 6.43 1.95 

25 2 0 1.79 37.0 1.20 6.46 {hfs 


10.025 uwgm. Zn/ml. (as ZnSO,- 7 H,O) and 0.05 wgm. Cu/ml. (as CuSO,) added 
to all flasks. 
2 No growth developed. 


Addition of copper, zinc, and iron gave slightly better yields of citric 
acid than zinc and iron alone (Table 4). Augmenting a similar series of 
flasks with 2°/, methanol gave decreased yields of citric acid but did not 
affect sucrose consumption or mycelial growth at iron concentrations 
of 10 — 25 ugm./ml. 


Discussion 


The preceeding data indicate that the effect of adding methanol to 
fermentation media is more complex than merely increasing tolerance 
of the mold to trace elements. Under our conditions and in the presence 
of methanol, manganese became a requirement for a successful fermen- 
tation. This is contrary to the usual requirements reported by most 
investigators in which manganese has to be eliminated from the medium 
or kept at an extremely low level. Zinc could be substituted for man- 
ganese in the absence of methanol and presence of iron to produce good 
yields of citric acid. It is interesting to note that zinc, as well as methanol, 
suppresses sporulation. 

The influence of methanol on the physiological effect of manganese, 
apart from the prevention of sporulation in the presence of this metal, 
is unknown. BERTRAND and WoLrF (1956) have shown that in A. niger 
iron is necessary for the formation of aconitase and that manganese is 
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required for the functioning of this enzyme. Alcohol may suppress the 
enhancement of sporulation by manganese while permitting its normal 
function in the aconitase system. 

The normal carbohydrate metabolic pathway may, in addition, be 
altered in the presence of methanol. An interesting alternative pathway 
was found by Onson (1954) in A. niger involving the condensation of 
glyoxalate and succinate to produce d-isocitrate. Citrate could then be 
formed and accumulate under the influence of aconitase. Additional 
work will be necessary before the actual metabolic scheme involved can 
be resolved. 


Summary 


Synthesis of citric acid by Aspergillus fonsecaeus in a basal medium 
supplemented with trace metals (iron, zinc, copper, and manganese) and 
methanol has been investigated. Methanol was found to be stimulatory 
to acid synthesis when manganese or manganese and iron were present. 
No other mineral tested could be substituted for manganese in the 
presence of the alcohol. However, comparable yields of citric acid could 
be obtained if methanol were deleted, the concentration of iron increased 
and zine substituted for manganese. 


: References 


BerrtTranD, D., and A. WotF: C. R. Acad. Sci. (Paris) 248, 1924—1926 (1956). 

CrrauEr, A., and K. B. Rargr: Bact. Proc. 27 (1957 a). 

Crecier, A., and K. B. Rarer: Appl. Microbiol. 5, 106—110 (1957b). 

Esposito, R. G., and P. W. Witson: Proc. Soc. exp. Biol. (N.Y.) 93, 564—567 
(1956). 

Karow, E. O., and 8. A. Waxsman: Ind. Eng. Chem. 39, 821—825 (1947). 

Kiros, P. A., J. J. R. CAmpsecy and N. Tomurnson: Appl. Microbiol. 1, 156—159 
(1953). 

Moyrr, A. J.: Appl. Microbiol. 1, 1—7 (1953a). 

Moyer, A. J.: Appl. Microbiol. 1, 8—13 (1953b). 

Orson, J. A.:; Nature (Lond.) 174, 695—696 (1954). 

Suu, P., and M. J. Jounson: J. Bact. 56, 577—585 (1948). 

Tana, K., u. T. Ex-Zatny: Arch. Mikrobiol. 88, 124—127 (1959). 


Archiv fiir Mikrobiologie 37, 193—198 ( 1960) 


Aus dem Institut fiir Garungsphysiologie und Technische Mikrobiologie der 
Technischen Hochschule Miinchen in Weihenstephan 


Uber Wuchsstoff-Mangelerscheinungen 
an Hefe-Riesenkolonien 


Von 
F. WEINFURTNER, F. ESCHENBECHER und W. BORGES 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 30. Juni 1960) 


In einer Arbeit zum Wuchsstoff bedarf von Saccharomyces carlsbergensis 
(WEINFURTNER, ESCHENBECHER u. Boras 1959) haben wir kiirzlich 
dargelegt, daB, abgesehen von Biotin, fiir das unsere Hefen ausnahmslos 
heterotroph waren, offenbar alle Vitamine von der untergarigen 
Brauereihefezelle synthetisiert werden kénnen. Das Fehlen einzelner 
solcher Wuchsstoffe in der Kulturlosung auBert sich daher schlimmsten- 
falls in einer Verzogerung der Zellvermehrung, die meistens durch eine 
langere Induktionsphase bedingt ist, 6fters aber auch auf einer langeren 
Generationsdauer beruht. Da in analogen Fallen von héheren tierischen 
Organismen neben physiologischen gelegentlich auch morphologisch sich 
auBernde, spezifische Ausfallserscheinungen bekannt sind, interessierte 
die Frage, ob solche Effekte nicht auch bei Mikroorganismen, im vor- 
liegenden Fall bei Hefen, auftreten. (Hin gewisser Unterschied zwischen 
beiden Objekten besteht freilich darin, daB diese Tiere im Gegensatz zu 
den Hefen fiir alle diese Vitamine heterotroph sind.) Wir haben deshalb 
einige Versuche mit Hefe-Riesenkolonien angestellt, tiber die wir nach- 
stehend berichten. 


Material und Methode 


Den Versuchen dienten 21 Stémme von Saccharomyces carlsbergensis; 14 von 
ihnen waren Bruchhefen, 7 Staubhefen. Sie waren alle in einer friiheren Arbeit aut 
ihren Wuchsstoftbedarf getestet worden (WEINFURTNER, HSCHENBECHER u. BORGES 
1959). 

ee Hefen wurden entweder 48 Std lang bei 25°C in ungehopfter Bierwtirze von 
10° Balling oder 24 Std bei 30°C auf Wiirzeagar vorgeziichtet. Nach mehrfachem 
Zentrifugieren und griindlichem Waschen wurden sie in einer diinnen Suspension 
mit der Platindse auf einen festen Nahrboden (Wtrzegelatine bzw. synthetisches 
Kulturmedium) tibergeimpft. 

Die Wiirzegelatine wurde bereitet, indem ungehopfte Bierwiirze von 10° Balling 
mit Theorit geklart und anschlieBend mit 15°/, Gelatine versetzt wurde. Im Abstand 
von jeweils 24 Std sterilisierten wir den Nahrboden dreimal je 20 min im str6menden 
Dampf. Zur Unterdriickung von Schimmelpilzinfektionen wurden der Wiirzegelatine 
bei zwei Versuchsreihen vor der dritten Sterilisation je Liter 10 ml einer 10°/,igen 


alkoholischen Diphenyl-Lésung zugesetzt. 
13* 
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1 1des fertigen synthetischen Nahrmediums enthielt 50 g Glucose ;7,5g (NH,).SO,; 
0,55 g KH,PO,; 0,425 g KCl; 0,125 g MgSO,-7H,0; 0,125 g CaCl,- 2 H,0; 
0.0025 g FeCl, - 6 H,O; 0,0025 g MnCl, - 4 H,O; 50 ml 0,5 m Citratpuffer pr 5,0; 
500 ml Gelatine. — An Wuchsstoffen waren darin enthalten: 0,2 mg Thiamin; 
0,1 mg Riboflavin; 1,0 mg Pyridoxin; 0,01 mg Biotin; 0,3 mg p-Aminobenzoesaure ; 
0,5 mg Ca-Pantothenat; 5 mg Nicotinsaure; 50 mg Inosit. 


In den teilweise angewendeten Vitamin-Mangelmedien fehlte jeweils ein Wuchs- 
stoff. Damit Verunreinigungen der zugesetzten Gelatine diesen Wuchsstoffmangel 
nicht etwa ausglichen, haben wir sie folgendermafen gereinigt: Wir extrahierten 
200 g pulverisierte Gelatine in einer Soxhlet-Apparatur 10 Std lang mit Methanol 
und trockneten sie anschlieBend bei 85—90°C. Nachdem sich die Gelatine dann in 
500 ml Aqua dest. auf dem Wasserbad gelést hatte, wurden 10 g Aktivkohle zugege- 
ben und das Ganze im Dampftopf durch Faltenfilter filtriert. Darauf wurde die 
Gelatine mit dem doppelt konzentrierten synthetischen Grundmedium im Verhalt- 
nis 1:1 gemischt, zweimal im Abstand von 24 Std sterilisiert und in einer 5mm 
hohen Schicht in sterile Petrischalen gegossen, nivelliert und abgekiihlt. 


Die Beimpfung der Platten erfolgte nach einem vorgezeichneten Schema, das 
den Petrischalen zu diesem Zweck untergeschoben wurde. Die Kulturen wurden 
bei 18°C mehrere Wochen lang beobachtet. 


Ergebnisse 

Drei Faktoren bestimmen nach Morris (1958) die Morphologie der 
Hefe-Riesenkolonie: der stammspezifische Charakter der Hefe, die 
Ernahrungsverhaltnisse und das im Nahrboden enthaltene Verfestigungs- 
mittel. Der sichtbare Kinflu8 der beiden letzten Komponenten tritt gegen- 
iiber demjenigen der Hefe selber zuriick, wenn die Riesenkolonien auf 
Wiirzegelatine kultiviert werden. Dieses Substrat wird also mit Vorteil 
angewendet, wenn art- oder stammspezifische Merkmale an Riesen- 
kolonien untersucht werden sollen. 

Wir haben 103 Klone aus 21 Stammen von Saccharomyces carlsbergensis 
3—5fach auf Wiirzegelatine geimpft und als Ergebnis nach 31 Tagen 
drei unterschiedliche Kolonie-Typen erhalten (Abb.1): a) glatte Kolo- 
nien mit schwach ausgebildeten Radialstreifen, ungelapptem Rand und 
trapezformigem Querschnitt (Abb.1a); — b) schwach rauhe Kolonien 
mit Radialstreifen, gelapptem Rand und trapezformigem Querschnitt, 
hoher als die Kolonien unter a (Abb. 1b); — c) schwach rauhe, kalotten- 
formige Kolonien mit Radialstreifen und konzentrischen Ringen (Abb. 1c). 
Am haufigsten war der unter b) genannte Typ; die kalottenférmigen 
Kolonien unter ¢) waren am seltensten, die glatten Kolonien (a) nur in 
wenigen Fallen vertreten. 

Kine Unterscheidung einzelner Stiéimme nach der Form und Oberfliche 
ihrer Riesenkolonien war nicht méglich. Andererseits sprachen mehrfach 
auftretende Unterschiede zwischen den Kolonien verschiedener Klone 
jeweils desselben Stammes fiir eine heterogene Zusammensetzung ein- 
zelner Hefestéamme. EKinen gleichen Hinweis hatten schon unsere Unter- 
suchungen zum Wuchsstoffbedarf der Hefen ergeben, woraus natiirlich 
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keineswegs eine direkte Beziehung zwischen der Morphologie der Riesen- 
kolonien und dem Wuchsstoffbedarf gefolgert werden kann. 

Wie groB der Einflu8 des Nahrbodens auf die Ausdifferenzierung der 
spezifischen morphologischen Merkmale der Hefe-Riesenkolonien ist, 
bewies die Kultur der Hefen auf einem synthetischen Kulturmedium, 
das durch eine Zugabe von Gelatine verfestigt war. Morrts’ (1958) Fest- 
stellung, ,,the patterns of colonies grown on purely synthetic media are 


a 
Abb.1. Drei Formen von Riesenkolonien, die sich unter den 103 Klonen von Saccharomyces 
carlsbergensis auf Wiirzegelatine herausbildeten (Niheres siehe Text!) 


a b Cc d 


Abb. 2. Kolonien von Saccharomyces carlsbergensis auf synthetischem Nihrboden mit Gelatine- 
zusatz: a Kolonie auf wuchsstoffkomplettem Nihrboden; b auf Inosit-Mangelniihrboden; 
¢ bei Thiamin-Mangel nach Vorztichtung in Wiirze; d Kiimmerform in Abwesenheit von Biotin 


often ill-defined‘* deckt sich mit unserer Beobachtung: alle Riesenkolo- 
nien waren auf diesem Medium unterschiedslos konvex und enthielten 
zentral einen Krater, wie ihn die Abb.3a im Querschnitt zeigt (vgl. auch 
Abb.2a). Es war dabei belanglos, in welchem Substrat bzw. unter wel- 
chen Sauerstoffverhaltnissen die Hefen vorgeziichtet worden waren. 


Die Hinheitlichkeit der Riesenkolonien aller carlsbergensis-Stamme 
blieb auch gewahrt, wenn auf der Basis des synthetischen Nahrmediums 
Mangelnahrbéden bereitet wurden, die jeweils eines der Vitamine (Thia- 
min, Riboflavin, Pyridoxin, Biotin, p-Aminobenzoesdure, Pantothen- 
sdiure, Nicotinsaiure, Inosit) entbehrten. Unsere Erwartung, es kénnten 
sich gewisse Mangelerscheinungen an den Riesenkolonien einstellen, 
wurde allerdings auf drei Mangelnahrbéden erfiillt. Auf allen anderen 
Vitamin-Mangelmedien traten keinerlei morphologische Abweichungen 
gegeniiber der Normalform auf wuchsstoffkompletten Nahrbéden auf. 

Biotin-Mangel. DaB das Fehlen von Biotin, fiir das alle Hefen 
heterotroph waren, nur eine geringe Vermehrung erlauben wiirde, war 
zu erwarten. Der intracellulare Biotingehalt, vielleicht aber auch geringe 
Biotin-Spuren, die trotz aller Kautelen doch in den Mangelnahrboden 
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gelangt sein konnten, reichten nur zur Bildung von winzigen Kimmer- 
formen (Abb.2d) aus, deren Wachstum bald beendet war. 


Inosit-Mangel, der in einem fliissigen Kulturmedium der Los- 
trennung der Tochter- von der Mutterzelle abtréaglich ist und dadurch 
zur Bildung von SproBverbanden fiihrt (WEINFURTNER, ESCHEN- 
BECHER u. BorGceEs 1959), verursachte auf den Platten eine Kolonien- 
form, die einem flach abgeschnittenen Kegel glich, der auf der Oberseite 


by 


Abb.3. Schematischer Querschnitt durch Riesenkolonien von Saccharomyces carlsbergensis. a auf 
wuchsstoffkomplettem, synthetischem Nahrboden; b bei Inosit-Mangel; ¢ bei Thiamin-Mangel nach 
Vorziichtung in Wiirze 


leicht eingesenkt war (Abb.2b, 3b). Der Durchmesser der Kolonien war 
deutlich kleiner als auf den Kontrollplatten. 


Thiamin-Mangel. Obwohl sich die hier untersuchten Stamme mit 
Thiamin recht gut selber versorgen kénnen, reagieren sie in spezifischer 
Weise auf das Fehlen dieses Vitamins im Nahrboden: die Hefen bilden 
niedrigere, dafiir aber in der Flache groBere Kolonien (2¢,3¢). Das 
geringere vertikale Wachstum der Kolonien steht vielleicht im Zu- 
sammenhang mit den anaeroben Verhaltnissen, die nach THom (1954) 
im Innern von Hefekolonien herrschen kénnen. Es liegt nahe anzuneh- 
men, daf der Energiestoffwechsel der dort unter mangelnder O,-Versor- 
gung lebenden Zellen in Abwesenheit von Thiamin, das ja als wesent- 
licher Bestandteil der Carboxylase, also des Garungsenzyms, gilt, beein- 
trachtigt ist, worunter natiirlich auch die Vermehrung dieser Zellen 
leidet. In den auBeren Randbezirken der Kolonien ist dagegen die Zell- 
sprossung wegen der hier herrschenden, giinstigeren O,-Verhaltnisse 
durch den Thiamin-Mangel nicht sichtbar gehemmt. Der Durchmesser 
der Kolonien auf Thiamin-Mangelnahrbéden ist, wie erwahnt, sogar 
eroBer als auf dem kompletten synthetischen Naéhrmedium. Der Grund 
hierfiir wird wohl in einer mangels Thiamin erhéhten Atmung der peri- 
pheren, mit Sauerstoff gut versorgten Zellen liegen. Der Thiaminvorrat 
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bzw. die -Eigenversorgung dieser Hefezellen ist immerhin offenbar noch 
so ergiebig, dafS der von Krmsow (1959) als erste Anderung des Stoff- 
wechsels in wachsenden Zellen beobachtete Anstieg der aeroben Garung 
gewahrleistet ist. 


Die beschriebene Thiamin-Mangelerscheinung der Kolonien stellte sich 
ein unabhangig von der Vorzucht, die einmal auf Wiirzeagar, ein anderes 
Mal in Wiirze vorgenommen wurde. Nach der Vorkultur im fliissigen 
Medium waren die Kolonien zusiitzlich durch einen konzentrischen Ring 
gekennzeichnet (Abb.2c, 3c), der aber nicht immer gleich stark aus- 
gepragt war. Schuld an seiner schwankenden Reproduzierbarkeit war 
vermutlich die wechselnde Reinheit der verwendeten Gelatine, die stets 
mit Methanol und Aktivkohle gereinigt wurde. Auch Morris (1958) 
berichtet tiber eine empfindliche Auswirkung minimaler Unterschiede in 
der Nahrbodenbereitung auf die Morphologie der Riesenkolonien. 


Aus dem Fehlen der Ringfurchen nach Vorziichtung auf Wiirzeagar 
folgt, daB der Thiaminmangel allein nicht zu ihrer Bildung ausreicht. Es 
mu offenbar eine einschneidende Milieuénderung hinzutreten, die im 
vorliegenden Fall wohl die Sauerstoffverhaltnisse betreffen diirfte. 


Zwischen den Riesenkolonien der untergarigen Staub- und Bruch- 
hefen waren niemals Unterschiede erkennbar. Kolonien einer vergleichs- 
weise kultivierten obergarigen Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae) zeigten 
keine spezifische Reaktion auf Thiaminmangel. Die Kolonien dieser Hefe 
unterschieden sich auch auf allen anderen Mangelnahrbéden (Ausnahme: 
Biotinmangel) deutlich von den jeweils einheitlich aussehenden Kolonien 
der zahlreichen carlsbergensis-Stémme. Inwieweit unter allen obergarigen 
Bierhefen eine diesbeziigliche Uniformitaét herrscht, bedarf der Nach- 
priifung. Vielleicht bietet ein unterschiedliches Verhalten der beiden 
Hefetypen auf gewissen Mangelnahrbéden eine neue, weitere Méglichkeit 
_za deren Unterscheidung. 


Zusammenfassung 

Auf einem wuchsstoffkompletten synthetischen Nahrboden (mit Gela- 
tinezusatz) waren die Riesenkolonien aller untersuchten Stémme von 
Saccharomyces carlsbergensis einheitlich konvex und mit einem zentralen 
Krater versehen. Obwohl alle diese Hefen Inosit und Thiamin syntheti- 
sieren kénnen, fiihrt deren Fehlen im Nahrboden zu deutlichen morpho- 
logischen Mangelerscheinungen an den Riesenkolonien: 

Bei Inosit-Mangel ist der Durchmesser aller Kolonien kleiner; sie 
zeigen die Form eines niedrigen Kegelstumpfes, dessen Oberseite haufig 
schwach konkav ist. 

Bei Thiamin-Mangel sind alle Riesenkolonien niedriger, aber in der 
Flache gréBer als auf dem vollstandigen N&hrboden. Wenn das Inoculum 
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nicht auf Wiirzeagar, sondern in Wiirze hergeziichtet wird, enthalten die 
Kolonien zudem noch einen konzentrischen Ring. 


Der Deutschen Gesellschaft zur Férderung der Brauwissenschaft e.V. danken wir 
fiir die finanzielle Férderung dieser Arbeit. 
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Silicium-Stoffwechsel bei Mikroorganismen 


I. Mitteilung 
Aufnahme yon Silicium durch Bakterien 


Von 
WOLFGANG HEINEN 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingegangen am 17. Juli 1960) 


Uber die Physiologie und Biochemie des Siliciums sind in den ver- 
gangenen Jahren eine Reihe von Arbeiten erschienen, aus denen hervor- 
geht, daB das Silicium nicht nur im Zuge der Salzaufnahme in Mikro- 
organismen und héhere Pflanzen passiv eingeschleppt wird, sondern daB 
daneben, zumindest bei Diatomeen und Kieselflagellaten, bei Pilzen und 
auch héheren Pflanzen (Roggen, Weizen), eine aktive, gerichtete Auf- 
nahme von Silicium in die Organismen besteht. 


Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die Frage nach dem 
Stoffwechsel des aufgenommenen Siliciums, das in héheren Pflanzen ja zumeist 
als Bestandteil der Wandsubstanzen, als reines SiO,, abgelagert wird (HELMCKE 
1954; TrRerBER 1957; Lannine, PONNATYA u. CRumpPTON 1958; FREY-WySSLING 
1959; GrRLoFF 1959). Da8B in der Natur aber auch Organosilicate vorkommen, 
wurde von EnGeEt (1953) nachgewiesen, dem es gelang,aus dem Roggenhalm eine 
organische Siliciumverbindung zu extrahieren. Diese besteht in jungem Material 
aus Galaktose und Silicium im Verhaltnis 1:2, in 4lterem Material aus den gleichen 
Komponenten im Verhiltnis 1:1. Zuvor war Silicium in Verbindung mit anderen 
Kohlenhydraten und Schleimsubstanzen schon verschiedentlich nachgewiesen 
worden (Frey-Wysstine 1959). Auf die Frage, in welcher Form das Silicium 
transportiert wird, gingen HonzapFeL u. ENGEL (1956) ein, indem sie Weizen- 
pflanzen in Quarz-Kieselsdure ziichteten und einerseits den Si-Gehalt von Wurzeln, 
Stengeln und Blattern bestimmten, andererseits die Quarzstruktur in den einzelnen 
Pflanzenteilen réntgenographisch priiften. Trotz der nur langsam abfallenden Si- 
Konzentrationen in Wurzeln, Stengeln und Blattern trat das Quarzdiagramm 
hauptsachlich in den Wurzeln, schwacher im Stengel und iiberhaupt nicht mehr in 
den Blattern auf. Die Quarz-Kieselsiure wird demnach zum Transport in eine 
andere Form iibergefiihrt, méglicherweise ein Organosilicat. Diese Annahme wird 
auch dadurch unterstiitzt, daB das Angebot der Kieselséure in Form eines Quarz- 
Glucose-Komplexes die Zahl der Wurzelansatze sowie die Wurzeldicke und Wurzel- 
lange bei Weizenkeimlingen positiv beeinfluBt (HonzapreL u. ENGEL 1954b). Die 
Wirkung ist insofern spezifisch, als die Zuckerkomponente nicht durch Mannose 
ersetzt werden kann. Hingegen konnten Lannina, Ponnatya u. CRuMPTON (1958) 
mit Réntgendiagrammen und Spodogrammen Silicium nur in Form von «- Quarz 
und Opal in Lantana, Bambus und Weizen nachweisen, wobei analytisch-chemische 
Untersuchungen jedoch fehlen. Daf sich der Si-Gehalt unter pathologischen 
Bedingungen verandern kann, zeigte MarERNA (1953) am Beispielrauchgeschadigter 
Fichten. 
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Nachdem Houzarret (1951) gezeigt hatte, daB die Kieselsdéure in der 
Lage ist, Phosphorsdéure und Schwefelsiure bei bestimmten Funktionen 
im Organismus zu vertreten, untersuchten HOLZAPFEL u. ENGEL (1954a, b) 
das Wachstum eines Schimmelpilzes (Aspergillus niger) unter dem 
EinfluB von Nahrlésungen, die Kieselséiure an Stelle der Phosphorsaure 
enthielten: Wird Quarzwasser als Si- Quelle verwendet, so bildet sich in 
den beliifteten Kulturen ein Obermycel und ein Untermycel aus; letz- 
teres nimmt hauptsidchlich die Kieselséiure auf. Wesentlich ist dabei das 
Auftreten einer Induktionsperiode von 5—7 Tagen bis zum Einsetzen 
der Si-Aufnahme durch das Mycel, die durch Zusatz von Glucose oder 
Galaktose nicht verkiirzt werden kann. Dagegen setzt die Si-Aufnahme 
bereits nach 12—18 Std ein, wenn die Kieselséure in Form eines Galak- 
tose- oder Glucose- Quarz-Komplexes angeboten wird. Der SchluB8 liegt 
nahe, daB die Induktionsperiode dadurch auftritt, da der Pilz die 
Kieselsiure zunachst in eine aufnahmefahige Form, ein Organosilicat von 
der Art einer Quarz-Kohlenhydratverbindung, iiberfiihren muB. Weitere 
Einzelheiten zur Physiologie der Si-Aufnahme durch den Pilz wurden 
nicht bearbeitet, sondern lediglich noch der Befund angegeben, daB das 
pu der Lésungen waihrend des Wachstums von etwa 7 auf Werte um 
pu 4 absinkt. 


Bei Bakterien liegen bisher nur Angaben vor, die von einer Wirkung 
auf Silicate sprechen. Patye, Linagoop, SCHIMMER u. THRUPP (1933) 
isolierten von verschiedenen in Zersetzung befindlichen Gesteinen (unter 
anderem Sandstein und Kalkstein) eine groBe Anzahl heterotropher 
Bakterien, teils Nitrifikanten, teils Schwefelbakterien, welche in Gegen- 
wart organischer Substanzen Sauren bildeten. Viele dieser Organismen, 
die eine typische Bodenflora bilden, besaBen eine starke Schleimhiille. 
Auf die Bedeutung der Schleimhiillen bei Bakterien fiir die Lésung von 
Silicaten ging bereits Bassaurk (1912, 1913) ein. Kiirzlich untersuchten 
Craus, WrrrMANN u. RrerEL-BALpEs (1958) die Zusammensetzung ver- 
schiedener Bakterienschleime und diskutierten den Einflu8 derselben 
auf schwerlésliche Mineralstoffe. Starke Schleimhiillen beobachteten 
auch TES8ré u. Toporovié (1952) bei verschiedenen Bakterien die Alumi- 
niumsilicat zersetzen (vgl. auch: Hess, Bacn u. DruEL 1960). Die Zer- 
setzung von Glasoberflachen durch Bakterien geringer GréBe (0,6 bis 
1,0 «) wurde von OBERLTES u. POHLMANN (1958) elektronenmikroskopisch 
untersucht, wobei an Hand von Stereo-Aufnahmen Vertiefungen in den 
Glasern beobachtet werden konnten, die in Form und Gréf8e genau den 
herausgelésten Bakterien entsprechen. 


Aus keiner der bisher vorliegenden Arbeiten ist zu ersehen, auf welche 
Weise Silicate aktiv in die Zellen aufgenommen werden kénnen und 
ob dem Silicium in den Mikroorganismen eine bestimmte Funktion 
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zukommt. In der vorliegenden Arbeit wird zunachst die Fahigkeit ver- 
schiedener Bakterien, in Silicatlésung zu gedeihen, untersucht und einige 
Grundlagen fiir die Silicitumaufnahme durch Bakterien geklart. 


Methodik 


Isolierung und Ziichtung der Versuchsstémme. Zu den Versuchen wurden 
folgende Laboratoriumsstimme benutzt: Bacillus subtilis, Escherichia coli und 
Serratia marcescens. AuBerdem wurden zur Isolierung von geeignet erscheinenden 
Stémmen Nahrbéden mit 1,0°/) Glucose + 0,1°/, Pepton + 0,1°/, Na,SiO, + Agar 
hergestellt und diese nach dem Sterilisieren in Petrischalen fiir 30 min als Fang- 
schalen im Labor, im Gewachshaus und im Freien offen aufgestellt. Zwei weitere 
Schalen wurden fiir 15 min mit einem Extrakt aus Gartenerde (Gartenerde mit 
Wasser versetzt, verriihrt, 30 min stehen gelassen und anschlieBend filtriert) iiber- 
schichtet und nach dem AbgieSen zusammen mit den anderen Schalen bei 30° im 
Brutschrank fiir 24 Std inkubiert. Auf diese Weise konnten drei verschiedene 
Bakterienstémme isoliert werden, die dann in Flissigkeitskulturen weiter auf ihre 
Fahigkeit getestet wurden, in Silicatlésung zu wachsen. Stammkulturen der einzelnen 
Stamme wurden auf Schrigagar-Réhrchen (Standard-I-Agar, Merck) gehalten. 

Zu orientierenden Versuchen wurde auBerdem ein Schimmelpilz (Penicilliwm) 
verwendet, der auf Czapek-Dox-Lésung geziichtet wurde. Zu den Versuchen wurden 
die Bakterien in Standard-I-Nahrbouillon Merck geimpft und 2 Tage bei 30° 
geziichtet. Vor ihrer Verwendung wurden die Zellen aus der Nahrlésung abzentri- 
fugiert (4 min, 10000 g) und dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. 
AnschlieSend wurden die Zellen in 0,9°/,ige NaCl-Lésung suspendiert und tiber Nacht 
im Kihlschrank aufbewahrt. 

Versuchskulturen. Von der NaCl-Suspension wurden 5—10 ml zur Bestim- 
mung des ,,Nullwertes“ (s. d.) abgenommen, die tibrige Menge in eine der Versuchs- 
zahl entsprechende Anzahl gleicher Volumina geteilt und diese abzentrifugiert. Die 
Zellen wurden dann in Si-haltige Lésungen suspendiert und diese Suspensionen in 
Erlenmeyerkélbchen im Brutschrank bei 28°C durch Capillarréhrchen beliiftet. 
Wenn den Si-Liésungen weitere Substanzen zugesetzt wurden, so ist das bei den 
einzelnen Versuchen jeweils angegeben. Nach Versuchsende (meist 12, 18 oder 
24 Std) wurden die Zellen aus den einzelnen Ansatzen herauszentrifugiert (3—4 min, 
10000 g) und dreimal mit 0,9°/,iger NaCl-Lésung gewaschen. In den so behandelten 
Zellen wurde dann der Si-Gehalt bestimmt. Im allgemeinen wurden die Versuche, 
wenn nicht anders angegeben, mit einer Zelldichte angesetzt, die einem Zell- 
Trockengewicht von 10—15 mg entsprach. Der Si-Gehalt der Gesamtzellen eines 
jeden Ansatzes wurde dann durch das Trockengewicht dividiert und somit auf 
1 mg Trockensubstanz bezogen. 

Herstellung der Versuchslésungen. Silicatlosungen wurden mit Na-Silicat, 
Quarz oder Silicagel hergestellt. Im ersteren Falle wurde dest. Wasser mit Na- 
Silicat gesattigt, einige Zeit geschiittelt und dann filtriert; das Filtrat wurde auf das 
doppelte Volumen verdiinnt und auf einen pq-Wert um 7 eingestellt. Je nach 
Versuchsbedingungen wurde die Verdiinnung mit Puffern von bestimmtem py- 
Wert gemacht, wurden Glucose oder andere Kohlenhydrate in bestimmter Konzen- 
tration zugesetzt, oder es erfolgte Zusatz anderer Stoffe, was jeweils vermerkt ist. 
Quarzlésungen wurden hergestellt durch Schiitteln von Quarzsand in Wasser 
(24 Std bei Raumtemperatur) und anschlieBende Filtration der Lésung, um eine 
partikelfreie Grundlésung zu erhalten, die nach eventuellem Zusatz verschiedener 
Substanzen auf pg 7 eingestellt wurde. — Ebenso wurde Silicagel 24 Std mit 
Wasser geschiittelt, anschlieBend zentrifugiert und nach der pg-Einstellung ver- 
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Bestimmung des Si-Gehaltes. Als Nachweisreaktion wurde die von 
Lewin (1954) benutzte Methode nach Harrison u. Storr (1944) angewendet. 
Dabei werden zu 4,0 ml Priiflésung 0,4 ml Ammoniummolybdatlésung (2,5 g 
Ammoniummolybdat gelést in 50 ml 1 n H,SO,) und 2,0 ml 6n H,SO, zugesetzt, 
wobei die Schwefelsiure dazu dient, die Bildung von Phosphomolybdat aus in 
kleinen Mengen vorhandenem Phosphat zu verhindern (JORGENSEN 1952; Lewin 
1954; VoLK u. WerInTRAUB 1958); dazu kénnen auch andere Siuren wie Oxalat, 
Citrat oder Tartrat verwendet werden (THAYER 1930; VoLK u. WEINTRAUB 1958; 
GoLTERMAN 1960). Die Reduktion des gelben Silicomolybdatkomplexes (ALEXAN- 
DER 1953) erfolgte durch Zusatz von 0,4 ml 5°/,iger waiBriger Hydrochinonlésung. 
Nach Auffiillen zu 10,0 ml mit bidest. Wasser blieben die Ansaitze zur Entwicklung 
der vollen Farbintensitaét 20 min bei Raumtemperatur stehen und wurden sodannim 
Kipp-Colorimeter bei 600 mu gemessen, wobei ein Ansatz mit 4,0 m] dest. Wasser 
und allen Reagentien als Leerwert diente. 

Zur Aufstellung der EKichkurve wurde Na,SiF, benutzt, das sich unter Bildung 
freier Kieselsiure (Kina 1939) leicht in Wasser lost. 

Zur Bestimmung des Si- Gehaltes der Bakterien (baw. Pilzzellen) wurden 
die gewaschenen Zellen in dest. Wasser suspendiert, dann in einem Platintiegel 
getrocknet, das Trockengewicht bestimmt und sodann nach den Angaben von 
VoLK u. WEINTRAUB (1958) behandelt: Zur Trockensubstanz wurden 0,5 ml konz. 
Schwefelsiure zugesetzt und nach dem Abrauchen der Tiegel zur Rotglut erhitzt, 
bis eine weife Schmelze erhalten wurde. Nach Zusatz von 0,5 g reinem Na,CO, 
anhydr. wurde der Tiegel wieder zur Rotglut erhitzt und die Schmelze sodann mit 
4,0—4,5 ml Wasser unter Zusatz von 1—2 Tropfen 15°/,iger HCl extrahiert (vgl. 
dazu auch RowsELt u. Leonarp 1958). Nach Neutralisation mit NH,OH wurde 
die Lésung in einem MeBzylinder auf 4,0 ml aufgefiillt und diese Menge zur oben 
genannten Nachweisreaktion benutzt. 

Bei diesen Bestimmungen wurde stets auch der ,,Nullwert‘S (= natiirlicher Si- 
Gehalt der Zellen) bestimmt, wozu vor Versuchsbeginn ein Teil der NaCl-Suspension 
abzentrifugiert wurde; diese Zellen wurden dann in wenig Wasser suspendiert, im 
Platintiegel getrocknet und nach der Bestimmung des Trockengewichts wie oben 
angegeben behandelt. Dieser Nullwert, der im allgemeinen zwischen 0,05 und 
0,10 » Si/mg lag, wurde jeweils vom Gesamtwert abgezogen. 


Ergebnisse 
1. Die Lebensfihigkeit der Bakterien in Silicat-Lésungen 


Um festzustellen, ob Bakterien in silicathaltigen Lésungen gedeihen 
kénnen, wurden die beiden Wild-Stémme B, und B, und zum Vergleich 
dazu drei Laboratoriumsstémme, nimlich Bac. subtilis, Escherichia coli 
und Serratia marcescens in Nihrlésungen geziichtet, die neben 1,0°/, 
Glucose, 0,1°/, Pepton und 0,1°/) NaCl, 0,1°/, KH,PO, (A), 0,05°/, 
KH,PO, + 0,05°/, Na,SiO,; (B) oder 0,1°/, Na,SiO,; ohne Phosphat- 
zusatz (C) enthielten. Zur Kontrolle wurden die gleichen Stiimme in 
, Standard-I-Nahrbouillon Merck‘ geziichtet. Die Intensitit des Wachs- 
tums der verschiedenen Stimme in den einzelnen Nahrlésungen nach 
1—5 Tagen wurde in Ziffern von 1—10 bewertet. Wie Tab.1 zeigt, 
wiichst Ser. marcescens in den Lésungen A und B sehr schlecht, in Losung 
C nicht. Wahrend £. coli und Wild-Stamm B, mittelgutes Wachstum 
mit sich verringernder Intensitét von A nach C zeigen, wachsen Wild- 
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Stamm B, und Bac. subtilis besser als alle anderen untersuchten Stamme. 
Interessant ist besonders das Verhalten der einzelnen Stiimme in 
Lésung C: Es scheint eine gewisse Zeit der Gewohnung notwendig zu 
sein, da nach dem 2. Tag eine staérkere Steigerung des Wachstums zu 
beobachten ist. Ein Versuch mit Glucose, Pepton und NaCl in den 


Tabelle 1. Wachstwm verschiedener Bakterien in Néhrlisungen mit fallendem 
Phosphat- und steigendem Silicatgehalt (vgl. Text!) 


Nahr- Versuchs- | Ser. mar- Wild-Stdmme 

lésung tag cescens By B 
A (P) 0 3 3 2 3 
B(P + Si) 1 0 3 1 2 2 
C (Si) 0 0,5 0,5 0,5 1 
Kontrolle 1 "7 6 a 6 
A 2 3 3 4 5 
B 2 2, 4 3 3 4 
Cc 0 2 3 1 2 
Kontrolle 2 10 10 9 10 
A 3 5 7 6 7 
B 3 1 5 6 6 Ha, 
C 0 4 4 4 i) 
Kontrolle 3 — -- 10 
A 3 5 ai a "I 
B 5 1 6 7 6 of 
C 0 5 4,5 5 5,5 


genannten Konzentrationen in Quarzwasser brachte Ergebnisse, die den 
mit Nahrlésung C erhaltenen vergleichbar waren, doch war das Wachs- 
tum insgesamt etwas vermindert. 

Zur Orientierung und Ergénzung dieser Versuche wurde die zum 
Wachstum notwendige untere Grenze der P-Konzentration bestimmt, die 
fiir B, bei etwa 20y P/ml Lésung und fiir B,bei 70 y P/ml Lésung lag. 
Daraus ergibt sich, daB in Versuchen, in denen P durch Si ersetzt werden 
soll, der Einflu8 eingeschleppten Phosphors durch Verunreinigung 
der Reagentien sich erst oberhalb der genannten Konzentrationen 
bemerkbar machen wird. 

Um neben dem zuvor untersuchten kontinuierlichen Wachstum in 
Si-haltiger Nahrlésung das Wachstum bei mehrmaliger Passage der- 
artiger Loésungen zu priifen, wurde der Stamm B, von Standard-I-Agar 
in eine Nahrlésung geimpft, die in 100 ml 1,0 g Glucose, 0,1 g Pepton, 
0,1 g (NH,),SO,, 0,2 g NaCl und 0,04 g Na,SiO, enthielt. Nach zwei- 
tigigem Wachstum in 10 ml dieser Lésung wurden die Bakterien daraus 
in 10 ml neue Silicatlésung iiberimpft, nach 2 Tagen wiederum, 


700 


80 
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insgesamt sechsmal. Nach zweitigiger Ziichtung wurde J eweils die Zell- 
dichte bestimmt, deren Ergebnis in Abb.1 wiedergegeben ist. Es zeigte 
sich, daB die Zelldichte wahrend der ersten drei Si-Passagen abnimmt, 
danach jedoch, offenbar infolge der Gewéhnung an die Si-haltige Lésung, 
konstant bleibt. Einschrankend mu& bemerkt werden, da in diesen 
Lésungen noch stets P-Verunreinigungen vorhanden sind. 


2. Die Aufnahme von Silicium durch wachsende Bakterien 


Die Frage, ob wahrend des Wachstums der Bakterien Silicium ver- 
braucht wird, wurde zunichst auf die Weise angegangen, daB die Kon- 
zentration des Si in der Nahrlésung zu Beginn und zu verschiedenen 


X 


~“ 
es) 


Peay ces 
St-Passage 


aX 
‘N 


Abb. 1. Wachstum des Stammes B,in Si-haltiger 
Nihrlésung bei insgesamt sechsmaligem Uber- 0 au Std 49 
impfen 
Abb. 2 
Abb. 2. Abnahme der Si-Konzentration einer Silicatniihrlésung wihrend des Wachstums von vier 
verschiedenen Bakterienstimmen. I Bac, subtilis; 2 E. coli; 3 By; 4 By 


Zeiten bestimmt wurde. Da die Anwesenheit von Pepton den Si-Nach- 
weis stort, wurden Nahrlésungen verwendet, die als N-Quelle 0,1°/, 
(NH,),SO, enthielten. Der Abfall der Si-Konzentration nach 24 und 
48 Std ist fiir die einzelnen Stémme in Abb.2 wiedergegeben, wobei sich 
der staérkste Si-Verbrauch bei Verwendung von Stamm B, ergab, der fiir 
die weiteren Untersuchungen benutzt wurde. 


Bei Versuchen mit beliifteten und unbeliifteten Kulturen ergab sich 
eine deutliche Steigerung des Si-Verbrauches durch die Beliiftung 
(Abb.3), doch ergaben sich zugleich auch Schwierigkeiten in der Hin- 
sicht, daB die Bestimmung des Si-Gehaltes nach kurzer Zeit starke 
Schwankungen zeigte. Diese sind wahrscheinlich auf Polymerisations- 
und Depolymerisationsvorgiinge des gelésten Siliciums (ALEXANDER 
1954), hervorgerufen durch Konzentrations- und py-Anderungen, zuriick- 
zufiihren, so daB es wenig sinnvoll schien, die Anderung der Si-Konzen- 
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tration der Lésungen weiterhin zu bestimmen, weshalb im weiteren 
Verlauf der Arbeit stets die Zunahme des Si-Gehaltes der Zellen 
verfolet wurde. 

Zur Priifung, ob auch durch Bakterien Silicium aufgenommen 
werden kann, wurde der Stamm B, in Na-Silicat-haltiger Nahrlésung 
geziichtet und der Si-Gehalt der abzentrifugierten und gewaschenen 
Zellen nach 2, 5 und 8 Tagen bestimmt. Abb.4 zeigt die Ergebnisse. 

In einem weiteren Versuch nach sechstagiger Ziichtung wurde gepriift, wieviel 


Waschungen mit physiologischer Kochsalzlésung notwendig sind, um die Zellen von 
den letzten Spuren der Nahrlésung zu befreien, deren Si-Gehalt die Werte des 


a Sel 


Gd ce # aig 
ae 
20 a {——,. =o 2 
SS 


\ Pad ~ 
ye eres (oo 
0 2 4 Tage ¢ 0 a # étage & 
Abb.3. Anderung der Si-Konzentration der Abb. 4. Zunahme der Si-Konzentration 
Silicatnéhrl6sung wahrend des Wachstums in Bakterien (Stamm B,) wihrend der 
von Stamm B, ohne (¢ e) und mit Ziichtung in Silicatnaihrlésung 
(x———x) Beliiftung 


Zell-Si verfalschen kénnte. Dazu wurde der Si-Gehalt der nicht gewaschenen aus- 
zentrifugierten Zellen und der Si-Gehalt der einmal, zweimal und viermal ge- 
waschenen Zellen aus der gleichen Nahrlésung wie tiblich bestimmt. Die Werte 
der Tab.2 zeigen, da bereits nach zweimaligem Waschen keine Silicate aus der 
N&ahrlésung mehr vorhanden sind und daf somit das dreimalige Waschen gewahr- 
leistet, daB nur Zell-Si bestimmt wird. 


Tabelle 2. Si-Gehalt von Bakterienzellen (Stamm B,) nach dem Abzentrifugieren der 
Suspension und mehrmaligem Waschen mit phystologischer Kochsalzlisung 


gewaschen 


y Si/mg 


0x 
4,60 


Behandlung: 


Si-Gehalt: 


1x 2% 3 yd 4x 
3,72 3,25 3,10 | 3,15 


Um Anschlu&8 an die Versuche von Houzapret u. ENGEL (1954a, b) 
zu erhalten, wurde ein Penicilliwm-Stamm ohne und mit Beliiftung in 
einer Si-haltigen Nahrlésung geziichtet, wobei die Befunde der genannten 
Autoren im wesentlichen bestatigt werden konnten. Die Ausbildung eines 
,,Obermycels‘‘ (HoLzAPFEL u. ENGEL 1954a) in den beliifteten Ansétzen 
war jedoch gering. AuBerdem war es nicht méglich, ansehnliches Wachs- 
tum nach Beimpfen der Lésungen mit Sporen des Pilzes zu erhalten, 
vielmehr muBten Mycelfléckchen (gewaschen) zum Impfen benutzt wer- 
den. Nach 4 und 8 Tagen wurde das Mycel aus der Nahrlésung entfernt, 


ysi/mg Myce/ 


% 
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zweimal gewaschen und dann der Si-Gehalt desselben bestimmt, wobei 
sich in Ubereinstimmung mit HonzapreL u. ENGEL (1954b) ein deutlich 
hoherer Si-Gehalt des beliifteten Mycels nachweisen lie& (Abb.5). 


3. Der Aufnahmevorgang 
Zur weiteren Untersuchung des Siliciumstoffwechsels wurden nun 
nicht mehr wachsende Bakterien in Si-haltiger Nahrlésung, sondern 
sogenannte ruhende Bakterien benutzt, um die Zellteilung auszuschalten 


2 éTage 8 


Abb. 5 Abb. 6 
Abb. 5. Si-Gehalt des Penicillium-Stammes bei der Ziichtung in Silicatnihrlésung mit (x—— x) und 
ohne (¢ e) Beliiftung 
Abb. 6. Aufnahme von Si aus Silicatlésung ( und —-— ) und vonP aus Phosphatlésung (—— — 
MOG rece ) durch ruhende (a) Bakterien (Stamm B,) und Adsorption dieser Elemente durch 
siiure-inaktivierte (b) Zellen des gleichen Stammes 


30 Std Ww 


und nur den Betriebsstoffwechsel untersuchen zu kénnen. Sie wurden 
als Suspensionen in Lésungen mit bestimmtem Si-Gehalt verwendet. 

a) Adsorption oder aktive Aufnahme? Zuniachst sollte festgestellt wer- 
den,ob es sich bei der Aufnahme von Si in die Zellen um einen physio- 
logischen Vorgang handelt oder um einen Adsorptionsvorgang. 
Dazu wurden die Bakterien (Stamm £,) in Silicatlésung von py 7,2 
suspendiert und beliiftet und nach 2, 8, 24 und 32 Std Proben entnom- 
men, in denen die Si-Konzentrationen der Zellen bestimmt wurden. 
Gleichzeitig wurden siure-inaktivierte Zellen des gleichen Stammes 
ebenso angesetzt und auch hier der Si-Gehalt der Zellen bestimmt. Dabei 
ergab sich (Abb.6), da® die frischen (nicht inaktivierten) Zellen das Si 
in Abhangigkeit von der Zeit langsam aufnahmen, wahrend die inakti- 
vierten Ansaitze bereits in der ersten Probe einen sehr hohen Si-Gehalt 
zeigten, der dann jedoch nicht weiter anstieg. Die hier stattfindende 
Adsorption des Si ist derart intensiv, da% in einem Vorversuch, in 
welchem inaktivierte Zellen nur 5 min in Silicatlésung geschiittelt wurden, 
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bereits 0,70 y Si je Milligramm Bakterientrockensubstanz vorhanden 
waren, wahrend frische Zellen innerhalb dieser Zeit keine nachweisbaren 
Mengen Si aufnahmen. 

Da8B es sich im Falle der frischen Bakterien tatsichlich um eine 
physiologische Reaktion handelt (gegeniiber der bei den inaktivierten 
Zellen auftretenden Adsorption), konnte in einem Vergleichsversuch 
bestatigt werden, in dem die gleichen Zellen unter denselben Bedingungen 
in eine Phosphatlésung suspendiert wurden, wobei nach den gleichen 
Zeiten der P-Gehalt der frischen und inaktivierten Zellen bestimmt 
wurde. Die Ergebnisse, die in der Abb.6 (gestrichelt) mit aufgetragen 
sind, zeigen, da sich die toten und lebenden Zellen gegeniiber P genau 
so verhalten wie gegen Si. Die physiologische P-Aufnahme liegt etwa 
2,1—2,3malso hoch wie die physiologische Si-Aufnahme, die P-Adsorption 
der inaktivierten Zellen liegt etwa 1,9mal héher als die Si-Adsorption. 

b) Der EinfluB der Beliiftung. Der EinfluB der Beliiftung auf die Si- 
Aufnahme durch die Bakterien, der schon aus einigen vorhergehenden 
Versuchen zu ersehen war, wurde nun iiber langere Zeit hin untersucht. 


Tabelle3. Aufnahme von Si durch Bakterien (Stamm B,) aus beliifteten und 
nichtbeliifteten Silicatlisungen 


Silicatlésung, pa unkorrigiert Silicatlésung + Puffer px 6,8 
Std 
beltiftet inicht beltiftet| Verhaltnis beltiftet (nicht beltiftet} WVerhaltnis 
12 0,421 0,20 PASS yOu 1,50 0,63 2,421 
24 0,62 0,27 2,031 2,56 1,10 2,331 
48 0,59 0,26 2,080 2,67 LTRS: 1,5:1 
72 0,85 0,60 1,4:1 3,28 2,92 i 
96 1,20 1,35 0,9:1 _ — _ 


1 Alle Zahlenangaben als ySi/mg aus Ansétzen mit 7—10 mg Zell-Trocken- 
gewicht/10 ml] Loésung. 


Dazu wurden aus beliifteten und nicht beliifteten Suspensionen von Bb, 
in Silicatlésung in bestimmten Abstainden Proben entnommen und deren 
Gehalt an Zell-Si bestimmt. Bei Verwendung einer Silicatlésung, deren 
px nicht korrigiert war, ergab sich innerhalb der ersten 48 Std fiir die 
beliifteten und unbeliifteten Ansatze ein Si-Gehalt der Zellen im Ver- 
haltnis 2,3:1; das gleiche Verhaltnis ergab sich auch fiir einen Versuchs- 
ansatz mit gepufferter Silicatlésung (in der die Si-Aufnahme starker ist) 
nach 24 Std (Tab.3). Auch in einem weiteren Versuch mit Stamm B, 
ergab sich im Anfang das gleiche Verhaltnis (Abb.7), doch zeigte sich 
in allen drei Versuchen, da8 nach einer bestimmten Induktionsperiode, 
die von der Intensitaét der Si-Aufnahme abhangig ist, auch in den un- 
beliifteten Ansatzen eine starkere Si-Aufnahme einsetzt, woraus gefolgert 
werden muB, daB die Beliiftung nur einen Einflu& auf die Anfangs- 
geschwindigkeit der Si-Aufnahme hat. 
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c) Der Einflug der Zelldichte. Die Abhangigkeit der Intensitat der 
Si-Aufnahme von der Zellkonzentration der Suspensionen ergab sich aus 
Versuchen, in denen Silicatlosungen mit verschiedener Zelldichte an- 
gesetzt wurden, deren Gehalt 


FY ah an Zell-Si nach bestimmten 
we ot Zeiten gepriift wurde, wobei 
= sea a sich ergab, daB Proportionali- 


tat zwischen Zellkonzentration 
und Si-Aufnahme in einem 
Bereich von 6,0 bis 11,0 mg 
Bakterien-Trockengewicht ge- 
geben ist (Abb.8). 


d) EinfluB des py-Wertes. 


0 oY 48 Std 72 E . oe 
Der optimale py-Bereich fir 

Abb. 7. Si-Aufnahme ruhender Bakterien (Stamm B,) 3 é : 
aus beliifteter(¢ e)und nicht beliifteter (x———x) die Si-Aufnahme wurde mit 
Silicatlosung Stamm B, unter Verwendung 


von NaCl-HCl, Essigsaure- 
Acetat, | Veronalacetat-HCl 
oder Borsaure-Borax als 
Puffergemische durch Bestim- 
mung der Si-Konzentration 
der Zellen nach 24 Std er- 
mittelt. Wie aus Abb.9 er- 
sichtlich, liegt das Optimum 
zwischen py 6,6 und 7,5. 
Unterhalb px 4 (in der Abb.9 
20 nicht mehr eingetragen) er- 
geben sich bis pq 2 wieder sehr 
hohe Si-Gehalte und zwar, wie 
eine Uberpriifung ergab, be- 
reits nach 1—2 Std: Dieser Effekt ist auf die Adsorption des Si durch 
die infolge niedriger py-Werte inaktivierten Zellen zuriickzufiihren. 


10 15 
mg /rockengewicht/iom\ 


Abb. 8. Abhingigkeit der Si-Aufnahme von der 
Zellkonzentration (durchgefiihrt mit Stamm B,) 


e) Kinflup der Form des Silicitums. Wahrend der Untersuchungen ergab sich, da 
es sehr wesentlich ist, stets frische Silicatlésungen zu verwenden, wenn reproduzier- 
bare Werte erhalten werden sollen: LaBt man eine mit Mineralsiure schwach 
angesdiuerte (ungepufferte) Silicatlésung 1—2 Tage bei Zimmertemperatur stehen 
und benutzt diese dann als Versuchslisung, so zeigt sich, daB die Aufnahme von 
Si aus dieser Lésung gegeniiber frischen Lésungen vermindert ist. Offenbar bilden 
sich in dieser Zeit Polysilicate, die jedoch noch nicht ausflocken (das geschieht erst 
nach 3—5 Tagen in Abhingigkeit von der Konzentration der Lésung), fiir die 
Bakterien aber offenbar weniger gut verwendbar sind. Dieser Effekt kann durch 
kurzes Erhitzen der Lésung noch erhéht werden. Bei langerem Erhitzen bilden sich 
Polysilicate, die beim spaiteren Abzentrifugieren der Suspension mit den Bakterien 
ausfallen und eine Bestimmung der Konzentration des Zell-Si unméglich machen. 
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Somit war zu erwarten, daB die Form, in der das Si angeboten wurde, 
HKinflu8 auf die Si-Aufnahme der Bakterien hat. In Versuchen, in denen 
Na-Silicat, Silicagel oder Quarz (jeweils 24 Std in dest. Wasser bei 
Raumtemperatur  ge- 


Be Ft 
schiittelt) als Si- Quelle £ 
verwendet wurde, er- 2 


gab sich, daB das in 
Form von Quarz- oder 
Silicagel-Wasser ange- 
botene Si weniger gut 
verwendet werden kann 


als das Si aus Silicat- 


losung ( Abb. 10) : Abb.9.Gehalt des Stammes B,an Zell-Sinach 24stiindiger Beltiftung 
i : in Silicatlésung in Abhiingigkeit vom pu-Wert der Suspensionen 
f) HinfluB der Si- 


licium-Konzentration. 
Auch die Konzentra- 
tion, in der das Si in 
der Suspension vor- 
liegt, ist nicht ohne 


Na-Silikot | 


Siikage! 

Einflu8 auf dessen Auf- <1, bail 
nahmein die Bakterien- ; hare 
zellen. Tab. 4 zeigt, daB i 
das Optimum bei etwa ; 
4-10-3 M SiO, (= 110y 0 72 Std 2¢ 


~— 


Abb. 10. Si-Aufnahme in Abhangigkeit von der Si- Quelle: 


Si/ ml) liegt, welches zur Na-Silicat (1), Silicagel (2) oder Quarz (3) 


h6dheren Konzentration 

hin langsam, zur niederen jedoch sehr steil abfallt, so dafS Konzentra- 

tionen von 55—170y Si/ml den optimalen Bereich begrenzen. Diese 

Konzentrationsabhangigkeit muB bei der Beurteilung der Versuche mit 

dem in verschiedenen Formen angebotenen Si (Quarz, Si-Gel, Silicat) 

Tabelle 4. Si-Aufnahme durch Bakterien in Abhingigkeit von der Si-Konzentration 
der Suspensionen 


2,50 | 3,75 
1,16 | 1,20 


Konzentration: 
y Si/mg/16 Std 0,91 


beriicksichtigt werden: Die Konzentration des Si liegt bei der Silicagel- 
und Na-Silicatlésung mit 148,0 resp. 167,7 y Si/ml noch innerhalb des 
optimalen Konzentrationsbereiches, nicht dagegen bei der Quarz- 
wasserlésung mit nur 27,0 y Si/ml. 

Die obigen Ergebnisse zeigen, daB Si nicht allein durch héhere Pflanzen, 
Diatomeen und Schimmelpilze (Literatur siehe Einleitung), sondern auch 
durch Bakterien aufgenommen werden kann. Es liegt nahe anzunehmen, 
daB es hierbei physiologische Funktionen zu erfiillen hat, die nach den 


7,50 | 10,00) 15,00 | x 10-8 
0,96 | 0,86 | 0,71 
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Befunden von Hotzaprer u. ENGEL (1951, 1954a, b) im Ersatz von P 
oder 8 gegeben sein kénnten; darauf wird in der folgenden Mitteilung 
eingegangen. Weiterhin bedarf es einer Klarung der Frage, in welcher 
Form das Si aufgenommen wird und auf welche Weise es in der Zelle 
deponiert wird. 

Zusammenfassung 


1. Verschiedene Bakterien gedeihen in Si-haltigen Lésungen und 
nehmen Si in die Zelle auf. 

2. Die Aufnahme ist ein aktiver Vorgang und nicht nur ein Adsorp- 
tionsprozeB. 

3. Es werden die Faktoren, die einen EinfluB auf die Intensitat der 
Si-Aufnahme durch die Bakterien haben (Beliiftung, Zellkonzentration, 
Silicatkonzentration, py-Wert), fixiert. 


Herrn Prof. Dr. H. F. Liysxnens bin ich fiir Férderung und Unterstiitzung 
meiner Arbeit zu Dank verpflichtet. — Fiir technische Assistenz danke ich Fraulein 
INGEBORG V. D. BRAND. 

Wir danken der Niederlindischen Organisation fiir Reinwissenschaftliche 
Forschung (Z.W.O.) fiir Unterstiitzung unserer Arbeit. 
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Enzymatic studies on the spores of Aspergillus niger 


Part III 


Enzymes of Embden-Meyerhof-Parnas pathway in germinating spores 
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The most important means of elucidating the pathway(s) of metab- 
olism is, probably, the actual identification of all the enzymes involved 
in the postulated pathway. As far as the authors are aware, there has 
been no systematic attempt to elucidate the metabolic pathways in 
spores of fungi, although considerable progress has been made in the 
field of bacterial spores. Earlier studies by BHaTNAGAR and KrisHNAN 
(1959) with metabolic inhibitors had indicated the possible operation of 
the Kmbden-Meyerhof-Parnas pathway in germinated spores of As- 
pergillus niger. For confirmation of the results of inhibition studies with 
whole cells, it was essential to demonstrate the occurrence of the enzymes 
known to be operative in this pathway. The presence of dark pigment in 
extracts and homogenates precluded the use of the spectrophotometric 
technique in the assay of enzymes in the spores of A. niger. For the same 
reason, dehydrogenation reactions could not be followed accurately by 
Thunberg’s technique. The authors selected the following four enzymes 
— hexokinase, phosphoglucomutase, phosphohexoisomerase and. all- 
dolase —and assayed resting and germinating spores for their activity. 


Materials and Methods 


Preparation of spore material 
Desiccator-dried spore material was prepared as described by BuaTnaGaR and 
KrisHnan (1959, 1960a). Spores were germinated by agitation in the basal medium 
(trace metals added; py 2) for 12, 18 and 24 hours, collected by filtration, ground 
with sand and the resulting suspension assayed for the various enzymes. 


Assay of enzymes 


1. Hexokinase 


This enzyme was assayed by the disappearance of glucose from the test system 
according to the method of Lone (1952), as adapted by Tewari and KrisHnan 
(1960). One ml. aliquots of enzyme homogenate (either containing, or derived from, 
40 mg. of spores) in 0.1 M buffer (py 7.5) were taken in 15 ml. centrifuge tubes and 
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mixed with 0.2 ml. of MgCl, (20 uM), 0.2 ml. of sodium fluoride (40 uM.), 0.4 ml. 
ATP (10 uM.) and 0.2 ml. of glucose (5 uM.). The tubes were incubated at 30° C for 
half an hour with frequent mixing. At the end of this period, deproteinizing was 
done with ZnSO, and Ba(OH),. The suspension was diluted and centrifuged and 
glucose estimated in aliquots of the supernatant by NELSoN’s method (1944). In 
control experiments ATP was added after enzyme inactivation. 


2. Phosphoglucomutase 


This was assayed by a method based on the conversion of labile glucose-1-phos- 
phate into stable glucose-6-phosphate (BopANsKy 1958). The system consisted of 
0.3 ml. of enzyme homogenate, 0.35 ml. of TRIS buffer (pq 7.8), 0.1 ml. of liver 
extract (obtained by heating a 20°/, homogenate for 30 minutes in boiling water 
and filtering) as source of coenzyme, 0.15 ml. of MgSO, (0.001 M.), 0.3 ml. of freshly 
prepared cysteine (0.025 M., pq 7.6) and 0.3 ml. of glucose-1-phosphate (Sigma) 
(0.25 M.) contained in 15 ml. centrifuge tubes. Incubation was carried out for 
30 minutes at 30°C. with frequent mixing. At the end of this period 0.5 ml. of 
10°/, TCA was added to inactivate the enzyme. In the control tubes glucose-1-phos- 
phate was added after enzyme inactivation. The suspension was centrifuged and 
P,, that is, orthophosphorus at the end of 10 minutes hydrolysis with normal 
H,SO, at the temperature of boiling water, estimated by Fiskn-SuBBAROW method 
(1925). The activity of the enzyme was obtained by subtracting the P,) values of 
the experimental tubes from those of the control tubes, that is, by calculating the 
stable phosphate formed. One unit of the enzyme corresponded to the formation of 
1 wg. of stable phosphorus, under the conditions of the experiment. 


3. Phosphohexoisomerase 

This enzyme was assayed by a modification of the method by Fircw and co- 
workers (1959). The reaction mixture, contained in 15 ml. centrifuge tubes, consisted 
of 0.3 ml. of veronal sodium chloride buffer (pq 7.8) and 0.1 ml. of fructose-6-phos- 
phate (0.04 M., pH 7.0) and was incubated at 30°C. for 30 min. Fructose was 
estimated at the commencement and the termination of the incubation period by the 
method of Rok and Papaporoutos (1954). One unit of the enzyme caused the 
disappearance of 1 wg. of fructose under the conditions specified. 


4, Aldolase 


Aldolase determination was carried out according to StpLEy and LEHNINGER 
(1949). The reaction mixture contained in 15 ml. centrifuge tubes consisted of 1 ml. 
enzyme, 1 ml. TRIS buffer (py 8.6), 0.25 ml. of hydrazine (0.56 M., pq 8.6) and 
0.25 ml. of the Na-salt fructose-1:6-diphosphate (Sigma) (0.05 M., py 7.0) and was 
incubated for 30 minutes at 30° C. The reaction was stopped by adding 2.0 ml. of 
10°/, TCA, the suspension centrifuged and color developed on aliquots of the super- 
natant. The aldolase activity was expressed in terms of cu.mm. of fructose-1-6-di- 
phosphate split. 


Results 


The results of enzyme assays are recorded in the Table, the activities 
having been expressed in terms of units per 40 mg. of initial spores. 

The results show that none of the above glycolytic enzymes could be 
demonstrated in the resting spores, either whole, or ground. At the 
end of 12 hours’ incubation in the germination medium the results were 
again negative. Microscopic examination failed to reveal germ tubes at 
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this stage. After further incubation for 6 hours, that is, at the end of a 
total of 18 hours, when germ tubes had formed, there was demonstrable 
activity of aldolase, phosphoglucomutase and phosphohexoisomerase in 
broken cell preparations, but still hexokinase activity could not be 
detected. After another 6 hours, when germination tended to extend to 
the stage of hyphal formation, there was a marked increase in the ac- 
tivities of aldolase and phosphoglucomutase, which alone were assayed. 


Table 
Activity of enzymes of the Embden-Meyerhof-Parnas Pathway during germination 
of the spores of A. niger units/40 mg. of initial spore material 


Phospho- | Phospho- 


Time of incubation at 30° C Hexokinase glucomutase| hexo- Aldolase 
isomerase 
Initial Nil Nil Nil Nil 
12 hours (no germ tubes had formed) Nil Nil Nil Nil 


18 hours (germ tubes had formed, 
measuring 2—3 times the diameter 
of spores) Nil 15 41 1.51 

24 hours (germ tubes had elongated 
to 6—8 times the diameter of spores: 
some hyphae had also formed) 58 11.88 


Discussion 

Since hexokinase, phosphoglucomutase, phosphohexoisomerase and 
aldolase do not occur in any significant concentration in the resting 
spores, it may be inferred that the Embden-Meyerhof-Parnas set of 
reactions is non-operative. Such a surmise is strengthened by the earlier 
finding (BHATNAGAR and KrisHNAN 1960a) that the spores have power- 
ful catalase activity, whose function may, presumably, be the removal 
of hydrogen peroxide formed during biological oxidation mediated 
through flavoproteins. Oxygen uptake measurements already reported 
(BHaTNAGAR and KrisHNnaNn 1959) had shown that the respiration re- 
mained at a low and practically steady level during the first 9 hour's 
observation period. In conformity with these data it was found that there 
was no demonstrable activity of hexokinase, phosphoglucomutase, 
phosphohexoisomerase and aldolase at the end of 12 hours. It may be 
recalled that phosphatase activity was appreciable when such spores were 
assayed in broken cell preparations (BHATNAGAR and KRISHNAN 1960) ; 
catalase activity had dropped significantly in the broken cells (Buat- 
NAGAR and KrisHnan 1960a). Germ tubes started appearing between 
the 12th and 18th hour; at this stage hexokinase was apparently still 
negative, but phosphoglucomutase, phosphohexoisomerase and aldolase 
were active. This period, presumably, preceded the increased oxygen 
uptake noted when the measurements were recommenced at the end of 
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24 hours (BHATNAGAR and KrisHNAN 1959). The spores, thus, become 
metabolically active between the 12th and 18th hour when germ tube 
start appearing and enzymes of EMP pathway become functional, and, 
coupled with a terminal respiratory mechanism, bring about the increased 
uptake of oxygen. Such of the enzymes as were assayed at the end of 
24 hours’ incubation showed a very high order of activity, but since hyphal 
formation had set in to an extent, the results have to be interpreted with 
caution. 

In view of the overlapping of different metabolic pathways, none of 
the above mentioned enzymes may be considered to be exclusive to the 
EMP pathway. Nevertheless, the occurrence of these enzymes, considered 
along with preliminary fractionation studies of acid-soluble phosphate 
compounds in resting spores (BasaJ and coworkers 1954), and the effect 
of inhibitors on the oxygen uptake of germinating spores (BHATNAGAR 
and KrisHNnAaN 1959), may be taken as presumptive evidence for the 
functional operation of the EMP pathway in germinating spores of 
A. niger. 

Summary 


Aldolase, phosphoglucomutase and phosphohexoisomerase have been 
shown to be active in spores of Aspergillus niger after 18 hours of incuba- 
tion in a synthetic germinating medium. No activity of hexokinase could 
be detected at this stage. 
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Vorkommen und Leistungsfihigkeit von Hydrogenase 
bei einigen Griinalgen 


Von 
ERICH KESSLER und HANSHENNER MAIFARTH 


Mit 5 Textabbildungen 
(Hingegangen am 27. Juli 1960) 


Seit den Untersuchungen von GArrron (1940, 1944) ist bekannt, daB 
neben vielen Bakterien auch einige Vertreter der Griinalgen, vor allem 
der Gattung Scenedesmus, das wasserstoffaktivierende Enzym Hydro- 
genase besitzen. Bis zum Erscheinen der Arbeiten von Sprurr (1954, 
1958), der auch bei zwei Chlorella-Stémmen dieses Enzym nachweisen 
konnte, galten jedoch die Algen dieser viel verwendeten Gattung als frei 
von Hydrogenase. Nachdem Damascuks (1957) (vgl. auch DamAsCcHKE 
u. LUBKE 1958a, b) eine Chlorella gefunden hatte, bei der eine mehr als 
50stiindige anaerobe Inkubation fiir die Aktivierung der Hydrogenase 
erforderlich ist, ergab sich der Verdacht, daB vielleicht alle Algen dieses 
Enzym besitzen und bisherige negative Befunde, besonders bei der 
Gattung Chlorella, nur auf zu kurze anaerobe Vorbehandlung zuriick- 
zufiihren seien. 

Die Arbeiten von GaFFRon (1940, 1944) hatten zur Entdeckung von 
Photoreduktion, Knallgasreaktion mit chemosynthetischer CO,-Reduk- 
tion, Wasserstoffgarung und H,-Photoproduktion gefiihrt. KessLer 
(1957) konnte dann zeigen, daB die Hydrogenase noch in andere Bereiche 
des Stoffwechsels von Algen einzugreifen vermag; denn auch Nitrat, 
Nitrit und Hydroxylamin kénnen mit Hilfe von molekularem Wasser- 
stoff reduziert werden. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, die Frage nach der Verbreitung 
der Hydrogenase bei Griinalgen, insbesondere auch innerhalb der Gat- 
tung Chlorella, zu kliren. AuBerdem sollte die Leistungsfahigkeit dieses 
Enzyms untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden anorganische 
Schwefelverbindungen, Hill-Reagentien und organische Saéuren auf ihre 
Reduzierbarkeit mit elementarem Wasserstoff gepriift. 


I. Methodik 


Zur Untersuchung des Vorkommens von Hydrogenase bei Griinalgen dienten 
Reinkulturen der Sammlung PrincsHerm, Géttingen!; Artnamen und Bestell- 


1 Herrn Dr. W. Koon danken wir fiir die freundliche Zusendung der Algenstamme. 
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nummern sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Alle iibrigen Versuche wurden mit dem 
Marburger Stamm von Ankistrodesmus braunti durchgefiihrt. 

Die Kultur der Algen erfolgte bei etwa 20°C und 4000 Lux (Dauerlicht) in 
modifizierten Erlenmeyerkolben unter standigem Durchleiten von steriler Luft mit 
Zusatz von 2°/, COs. Die Zusammensetzung der Nahrlésung findet sich bei KEssLER 
(1953). Die fiir einige Versuche verwendeten Schwefelmangel-Algen stammten aus 
Kulturen, in deren Nahrlésung MgSO,, FeSO, und ZnSO, durch eine aquivalente 
Menge der entsprechenden Chloride ersetzt worden waren. Sie wuchsen erheblich 
langsamer als die normalen Algen, von denen sie sich auch durch ihre gelbgriine 
Farbung unterschieden. 

Fiir die manometrischen Versuche, die stets im Dunkeln bei 20° C erfolgten, 
haben wir die Algen abzentrifugiert und in Phosphatpuffer (4+ 10-* M; py 6,5) 
suspendiert. Nach Einleiten von reinstem H, wurden die Algen im allgemeinen (Aus- 
nahmen sind im experimentellen Teil jeweils vermerkt) 5 Std im Dunkeln 
geschiittelt. AnschlieBend setzten wir aus der Ansatzbirne der Warburg-GefaBe Nitrit: 
oder andere H-Acceptoren zu, deren Menge so bemessen wurde, dafs ihre Konzen- 
tration nach dem Zukippen 10-* M war. Bei allen Versuchen befand sich KOH im 
Einsatz der GefaBe. 

Die fiir die Nahrlésung benutzten Chemikalien waren p.a.-Salze der Firma 
Merck, Darmstadt. Herkunft und Reinheitsgrad der iibrigen von uns verwendeten 
Substanzen ergibt sich aus folgender Zusammenstellung: 

Natriumnitrit, NaNO,, p.a., Riedel-de Haén, 

Natriumsulfat, Na,SO,, p.a., Merck, 

Natriumsulfit, Na,SO,-+ 7H,O, p.a., Merck, 

Natriumthiosulfat, Na,S,O, + 5H,O, p.a., Merck, 

Natriumpyrosulfit, Na.S,O;, p.a., Merck, 

Natriumdithionit, Na,S,O,, fiir analytische Zwecke, Merck, 

Natriumtetrathionat, Na,$,0,, Schuchardt, 

Chinon, Merck, 

2,6-Dichlorphenol-indophenol, Merck, 

Kaliumferricyanid, p.a., Merck, 

Kaliumchromat, p.a., Merck, 

Natriumformiat, rein, Merck, 

Natriumacetat ++ 3H,O, p.a., Merck, 

Natriumpyruvat, reinst, Schuchardt, 

Natriumfumarat (Dinatriumsalz), reinst, Schuchardt, 

Natrium-Di-malat (Dinatriumsalz), rein, krist., Schuchardt, 

Milchsaure, reinst, Merck, 

Glykokoll (Glycin), nach SORENSEN, Merck. 

Das Chinon wurde vor jedem Versuch durch Sublimieren gereinigt und in 
n/100 H,SO, gelést. Die Milchsiure haben wir mit NaOH neutralisiert. 


If. Experimentelle Ergebnisse 
1. Vorkommen von Hydrogenase bei verschiedenen Griinalgen 


Da die Frage nach dem Vorkommen von Hydrogenase auch vom Stand- 
punkt der vergleichenden Enzymologie der Griinalgen von Interesse ist, 
haben wir verschiedene Algenstiémme aus den Ordnungen der Chlorococ- 
cales und Ulotrichales auf das Vorhandensein dieses Enzyms gepriift. Als 
Testreaktion wurde die methodisch sehr einfache und fiir Reihen- 
untersuchungen besonders geeignete Dunkelreduktion von Nitrit mit 
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molekularem Wasserstoff (KESSLER 1957) verwendet. Die wesentlichsten 
Ergebnisse sind, unter Einbeziehung des friiher schon eingehend bearbei- 
teten Ankistrodesmus braunii, in Tab.1 zusammengefaBt, Es erwiesen 
sich demnach nur 3 von 9 untersuchten Algen, namlich Chlorella ellip- 
soidea (Stamm Marburg St), Hormidium flaccidum und Stichococcus 
bacillaris, als frei von Hydrogenase; bei ihnen war auch nach einer bis 
zu 100stiindigen anaeroben Inkubation keine Aktivitét festzustellen. 


Tabelle 1. Verhalten verschiedener Griinalgen gegeniiber molekularem Wasserstoff 


See volle 
der Sammlung | 7, Adaptation 
PRINGSHEIM, " 
|” @éttingen nach Std 
Ankistrodesmus braunii (Nageli) Brunnth., | 202-70 5 
Stamm Marburg 
Chlorella ellipsoidea Gerneck, Stamm Marburg St 211-1 D —! 
Chlorella pyrenoidosa Chick, Stamm Emerson I 211-8 B 12 
Chlorella pyrenoidosa Chick, Stamm Emerson II 211-8 C 4—8 
Chlorella vulgaris Beijerinck, Stamm Pratr 211-11 H 20—40 
Coelastrum proboscideum Bohlin var. dilatatum 217-2 4 
Vischer 
Selenastrum gracile Reinsch 278-2 + 
Hormidium flaccidum A. Br. 335-2 B —t1 
Stichococcus bacillaris Nageli 379-1 A —t1 


1 Nach bis zu 100stiindiger anaerober Inkubation keine Hydrogenaseaktivitat 
nachweisbar. 


Der negative Befund mit Stichococcus bacillaris entspricht den friitheren 
Angaben von RoELoFSEN (1934). Bei Stichococcus und Hormidium 
machten wir die Beobachtung, daB sich die Algen nach langerer (> 48 Std) 
Anaerobiose braun verfarbten; offenbar sind diese beiden Vertreter der 
Ulotrichales besonders empfindlich gegen Sauerstoffentzug. Im Hinblick 
auf die friiher vertretene Ansicht (GAFFRON 1940, 1944; KessLER 1957), 
daB die Gattung Chlorella frei von Hydrogenase sei, ist es bemerkens- 
wert, daB das Enzym in drei von vier untersuchten Chlorella-Stémmen 
_nachgewiesen werden konnte, eine Bestatigung der Befunde von 
Sprurr (1954, 1958), DamascHke (1957) und DamascHKE u. LUBKE 
(1958 a, b). 

Der Nachweis von Hydrogenase in zwei verschiedenen, von EmMurson isolierten 
Stammen von Chlorella pyrenoidosa steht in scheinbarem Widerspruch zu dem 
negativen Befund von KrssLeEr (1957). Dazu ist jedoch zu bemerken, daf} der in der 
Literatur haufig benutzte Begriff ,,Chlorella pyrenoidosa, Stamm Emmrson™ 
keineswegs eindeutig ist. In der Sammlung PRincsHEIM, Gottingen, werden die 
zwei jetzt von uns untersuchten Stimme gefiihrt (PRrNcsHum 1951), wahrend der 
friiher von uns verwendete Stamm aus der Algensammlung von Prof. GAFFRON 
(Chicago) stammte. Die Sammlung der University of Indiana enthalt drei von 
Emerson isolierte Stamme der Chlorella pyrenoidosa (Starr 1960), und eine von 
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Dr. M. B. ALLEN (Richmond, California) verteilte hektographierte Liste der Algen- 
sammlung des Kaiser Foundation Research Institute gibt sogar nicht weniger als 
sechs verschiedene von EMERSON isolierte Stamme dieser Art an. 

Der zeitliche Verlauf der Hydrogenase-Aktivierung unter anaeroben 
Bedingungen zeigt im allgemeinen das von Ankistrodesmus brawnii 
(KessLer 1957) bekannte Bild einer Sattigungskurve (Abb. 1 u. 2; Tab. 2). 
Bei Coelastrum und Selenastrum 
wurde stets ein Abfall der Hydro- 
genaseaktivitat nach der 4. Std 


60 
mm?/30 min 


beobachtet; offenbar sind diese hs 
beiden Algen empfindlich gegen uo 
S 30 
ag am 
Chlorella pyr = 20 a ae 


Y 
Dover der Adaptation 


6 & pwst 2 


5 Std 6 


a a Y 
Daver der Adaptation 


Abb.1. Hydrogenaseaktivitiit von Chlorella 

pyrenoidosa (Stamm EMERSONI) in Ab- 

hingigkeit von der Dauer der Adaptation. 

Reduktion von Nitrit mit H,. 10mg Trocken- 
substanz je Gefib 


Abb. 2. Hydrogenaseaktivitat von Coelastrum 

proboscideum var. dilatatum und Selenastrum 

gracile in Abhiingigkeit von der Dauer der 

Adaptation. Reduktion von Nitrit mit Hy. 
10 mg Trockensubstanz je GefaiB 


Tabelle 2. Hydrogenaseaktivitdt 

von Chlorella vulgaris (Stamm 

Pratt) in Abhdngigkeit von der 
Dauer der Adaptation. 

Reduktion von Nitrit mit H,. 
10 mg Trockensubstanz 


Tabelle 3. Maximale Hydrogenaseaktivitdt 
verschiedener Griinalgen. 
Reduktion von Nitrit mit H,. 10 mg Trocken- 
substanz je GefaB 


H,-Aufnahme 
(mm ?/30 min) 


je GefaB 
Chlorella pyrenoidosa, 25 
Dauer — er ert Se Stamm Emprson I 
dex iF li (mm 4/30 min) Chlorella pyrenoidosa, 40 
ee Stamm Emerson II 
12 0 Chlorella vulgaris, 10 
18 4,5 Stamm Pratr 
24 6,0 Coelastrum proboscidewm var. 26 
36 755 dilatatum 
48 8,0 Selenastrum gracile 51 


langere Anaerobiose. Bemerkenswert ist das Verhalten von Chlorella 
vulgaris, Stamm Prarr, die in den ersten 12 Std der anaeroben 
Inkubation keinerlei H,-Stoffwechsel erkennen lit; erst nach dieser 
Zeit setzt mehr oder weniger plétzlich eine Hydrogenaseaktivitat 
ein, die allerdings im Vergleich zu den anderen untersuchten Algen 
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relativ gering ist (‘Tab.2 u. 3). Dieser Stamm verhailt sich also ahnlich wie 
die von Damascuke u. LUBKE (1958b) verwendete Chlorella pyrenoidosa, 
bei der jedoch erst nach der 50. Std ein H,-Stoffwechsel auftrat. 

Unterschiede bestehen zwischen den verschiedenen Hydrogenase- 
haltigen Algen vor allem hinsichtlich der Adaptationszeit, d. h. derjenigen 
Zeitspanne, die unter anaeroben Bedingungen fiir die Erreichung maxi- 
maler Aktivitat erforderlich ist. Sie ist nach Garrron (1944) abhangig 
von der Temperatur und betragt fiir unsere Objekte bei 20° C von 4 Std 
(Coelastrum und Selenastrum) bis zu 20—40 Std (Chlorella vulgaris, 
Stamm Pratr) (Tab.1). Bei zwei Stémmen (Chlorella pyrenoidosa, 
Stamm Emerson II, und Chlorella vulgaris, Stamm Prarr) war dieser 
Wert von Versuch zu Versuch recht groBen Schwankungen unterworfen. 
Extrem kurze [vgl. FRENKEL u. RreGER (1951) und FRENKEL u. Lewin 
(1954) fiir Chlamydomonas moewusii | und extrem lange [vgl. DAMASCHKE 
(1957) und DaMAscHKE u. LUBKE (1958a, b) fiir Chlorella pyrenoidosa, 
Stamm WarsBurG] Adaptationszeiten haben wir bei unseren Objekten 
nicht gefunden. — Auch beziiglich der Leistungsfahigkeit der Hydroge- 
nase bei voller Adaptation bestehen erhebliche Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Algenstammen, wie die in Tab.3 zusammengestellten 
Werte zeigen. 


2. Reduktion verschiedener H-Acceptoren 
durch Ankistrodesmus brauniit im Dunkeln 


a) Anorganische Schwefelverbindungen. Als mégliche natiir- 
liche Acceptoren fiir den durch Hydrogenase aktivierten Wasserstoff 
sind, auch im Hinblick auf das Problem der biologischen Sulfatreduktion, 
anorganische Schwefelverbindungen von besonderem Interesse. Kine 
Anzahl solcher Substanzen hat sich bei Bakterien bereits als geeignet fiir 
die Reduktion mit molekularem Wasserstoff erwiesen (STEPHENSON u. 
STicKLAND 1931; Posraarr 1951; IsHrmoto u. Koyama 1953; Isut- 
moto u. Mitarb. 1954: ConemMaAn 1960). Mit Ankistrodesmus braunii 
unter H,-Atmosphare im Dunkeln durchgefiihrte Versuche ergaben, daB 
ein Zusatz von Sulfit, Pyrosulfit (= Disulfit = Metabisulfit) und Dithio- 
nit zu einer H,-Absorption fiihrt, wahrend Sulfat, Thiosulfat und Tetra- 
thionat sich als nicht reduzierbar erwiesen. Durch Verwendung von 
Schwefelmangel-Zellen konnte die Reaktionsgeschwindigkeit gegentiber 
Normalkulturen noch um etwa 20°/, gesteigert werden. Das Ergebnis 
eines solchen Versuches ist in Abb.3 dargestellt; der Gaswechsel nach 
Zusatz von Sulfat, Thiosulfat und Tetrathionat war gleich dem der 
Kontrollen!. Aus der Abbildung geht auch hervor, da8 alle drei reduzier- 
baren Schwefelverbindungen wesentlich langsamer verarbeitet werden als 


1 Auch mit hdherer Acceptorkonzentration (5 - 10-* M) durchgefiihrte Versuche 
ergaben das gleiche negative Resultat. 
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Abb. 3. Reduktion von Nitrit (NaNO,), Sulfit 

(Na,SO3), Dithionit (Na,$,.0,) und Pyrosulfit 

(Na,8,0;) mit H, durch Ankistrodesmus braunii. 
10 mg Trockensubstanz je GefaiB 
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Abb. 4. Reduktion von Nitrit, Chinon, Dichlor- 
phenol-indophenol (DCPI) und Kaliumferri- 
cyanid mit H, durch Ankistrodesmus braunii. 


10 mg Trockensubstanz je Gefi® 
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Nitrit. Dabei ist noch zu beriicksichtigen, daB fiir die st6chiometrische 
Reduktion von Nitrit und Sulfit jeweils 3 Mole H,, beim Dithionit 


dagegen 5 und beim Pyrosulfit 
sogar 6 Mole H, erforderlich sind. 
Im Gegensatz zur stark pyq-abhangi- 
gen Nitritreduktion (KEssLER 1957) wird 
die Reduktion von Sulfit nur gering- 
fiigig durch die H-Ionenkonzentration 
beeinfluBt. Bei py 4,0 verlauft sie um 
etwa 15°/, langsamer als bei px 6,5. 


b) Hill-Reagentien. Hill- 
Reagentien spielen in der Photo- 
syntheseforschung als kiinstliche 
Acceptoren fiir den ,,Photowasser- 
stoff*‘ eine groBe Rolle. Es ist des- 
halb von Interesse, ob derartige 
Substanzen von Algen auch im 
Dunkeln durch Hydrogenase- 
aktivierten Wasserstoff reduziert 
werden kénnen. Der in Abb.4 dar- 
gestellte Versuch, wiederum mit 
Nitrit als Vergleichssubstanz, zeigt, 
da8 Chinon (vgl. FRENKEL 1949), 
Dichlorphenol-indophenol (DCPI) 
und Ferricyanid mit molekularem 
Wasserstoff reduziert werden, 
wahrend Chromat nicht reduziert 
wird und sogar den endogenen 
H,-Verbrauch der Algen weitgehend 
unterdriickt. Die Reaktion mit 
Ferricyanid verlauft nur sehr lang- 
sam (vgl. Kmsster 1957), erwies 
sich jedoch in allen Versuchen als 
gut reproduzierbar. Es muB dabei 
auch noch beriicksichtigt werden, 
daB je Mol reduziertes Ferricyanid 
nur 0,5 Mol H, verbraucht wird, 
waihrend fiir die Reduktion von 
Chinon und DCPI jeweils 1 Mol H, 
erforderlich ist. Bezieht man die 
Reaktionsgeschwindigkeit nicht 


auf den H,-Verbrauch, sondern auf den H-Acceptor, dann ergibt sich, 
daB Chinon etwa ebenso schnell reduziert wird wie Nitrit und somit 
zu den am besten geeigneten Acceptoren gehort. 
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c) Organische Saéuren. Garrron (1940, 1944) machte die Beobach- 
tung, daB Hydrogenase enthaltende Algen im Dunkeln unter H,-Atmo- 
sphare eine langsame Absorption von Wasserstoff zeigen (vgl. auch 
KussLEr 1957). Welche zelleigenen H-Acceptoren fiir diese H,-Aufnahme 
verantwortlich sind, ist jedoch noch voéllig unbekannt; am ehesten kom- 
men wohl Stoffwechsel-Intermediarprodukte, vor allem organische Sauren, 
in Frage. Wir untersuchten des- Wo 


halb, wie sich ein Zusatz von mae | 
Salzen verschiedener organischer 720 

Sauren auf den H,-Verbrauch 

von Ankistrodesmus auswirkt. 100 

Dabei ergab sich, daB Ameisen- 

sdure, HEssigsdure, Fumarsaure, S 

Apfelsiure, Milchsiure und & 

Glycin keinen EinfluB auf den “ 6 

H,-Stoffwechsel haben. Lediglich = 

ein Zusatz von Brenztrauben- 40 

sdure fiihrt zu einem geringen, 

aber signifikanten Anstieg der 20 

H,-Aufnahme (Abb.5). “aaa Sse 
lich wird bei dieser Reaktion 0 ? pg e. wstd ez 
die Brenztraubenséure unter Zeit 


Verbrauch von 1 Mol H, Zu Abb. 5. Reduktion von Nitrit und Brenztrauben- 
Milchsaure reduziert siure (Na-Pyruvat) mit H, durch Ankistrodesmus 
: braunii. 10 mg Trockensubstanz je GefaiB 


IIL. Diskussion 


Unsere Untersuchungen iiber das Vorkommen von Hydrogenase haben 
die Auffassung bestatigt, da dieses Enzym bei Algen, wie bei den 
Bakterien (vgl. Gest 1954; ScHLEGEL 1954), weit verbreitet ist, jedoch 
keineswegs bei allen Vertretern dieser Organismengruppe vorkommt 
(vgl. FRENKEL u. RreGER 1951; Kesster 1960). Angesichts der friitheren 
negativen Befunde (Garrron 1940, 1944; KessLER 1957) muB beson- 
ders betont werden, daf& — in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von 
Sprurr (1954, 1958) sowie DaMAscHKE u. LUBKE (1957, 1958a, b) — 
auch eine Anzahl von Stémmen der Gattung Chlorella Hydrogenase 
besitzt. Hinsichtlich der Héhe der maximalen Hydrogenaseaktivitat 
sowie der dafiir erforderlichen anaeroben Inkubationszeit bestehen bei 
den verschiedenen untersuchten Algen betrachtliche Differenzen, die 
méglicherweise mit einer unterschiedlichen Empfindlichkeit des Enzyms 
gegen Spuren von Sauerstoff zusammenhangen. 

Bei den rezenten, an das Leben unter aeroben Bedingungen angepaBten 
Griinalgen diirfte die Hydrogenase in der Natur normalerweise keine Rolle 
mehr spielen. Im Hinblick auf die weit verbreitete Annahme, da in 
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fritheren Epochen der Erdgeschichte eine O,-freie und H,-haltige Atmo- 
sphire vorhanden war (vgl. OpartNn 1957), kann dieses heute ,,rudimen- 
tire‘‘ Enzym jedoch als ein phylogenetisches Relikt erhebliches Interesse 
beanspruchen, ganz abgesehen von seiner allgemein-biochemischen Be- 
deutung als méglicher zusatzlicher Wasserstoffdonator im Stoffwechsel 
der Mikroorganismen. Nachdem die Rolle der Hydrogenase bei anaerober 
Photosynthese, Knallgasreaktion mit chemosynthetischer CO,-Reduk- 
tion, Wasserstoffgirung und H,-Photoproduktion (GAFFRON 1944) sowie 
anaerober Nitrat- und Nitritreduktion von Algen (KESSLER 1957) 
erkannt worden war, interessierte uns nun die Frage, ob dieses Enzym 
auch noch in andere Stoffwechselprozesse einzugreifen vermag. Besonders 
naheliegend war dabei die Reduktion anorganischer Schwefelverbindun- 
gen, fiir die bei vielen Bakterien durch Hydrogenase aktivierter Wasser- 
stoff Verwendung finden kann (STEPHENSON u. STICKLAND 1931; Post- 
GATE 1951; IsHrmmoro u. Koyama 1953; IsHrmoto u. Mitarb. 1954; 
CoLEMAN 1960). Unsere Untersuchungen ergaben, dai Ankistrodesmus 
in der Lage ist, Sulfit sowie Pyrosulfit und Dithionit! mit molekularem 
Wasserstoff zu reduzieren, wihrend mit Sulfat, Thiosulfat und Tetra- 
thionat keine meBbare Reaktion erfolgt. Diese negativen Befunde sind 
angesichts der mit Bakterien erzielten positiven Ergebnisse iiberraschend. 
In diesem Zusammenhang ist es jedoch bemerkenswert, dai die von 
CoLEMAN (1960) untersuchten Bakterien Sulfat und Thiosulfat im Gegen- 
satz zum Sulfit erst nach einer ,,lag-Phase** reduzierten, waihrend in den 
Versuchen von IsHimotro u. Koyama (1953) Sulfit erheblich schneller als 
Sulfat verarbeitet wurde. Worauf im Falle von Ankistrodesmus die man- 
gelnde Reaktionsfahigkeit vor allem des Sulfats beruht, bleibt unklar. 
Sie findet jedoch eine gewisse Parallele im Verhalten der Reduktion von 
Nitrat und Nitrit; denn unsere friiheren Versuche hatten gezeigt, daB 
Nitrit durch Algen mit molekularem Wasserstoff viel schneller reduziert 
wird als Nitrat (KuessLER 1957). 

Wenn Hydrogenase enthaltende Algen ohne Zusatz von H-Acceptoren 
einer Wasserstoffatmosphire ausgesetzt werden, so findet eine geringe 
H,-Absorption statt (GarrRon 1940, 1944; KessLER 1957), die offenbar 
durch eine Reduktion zelleigener H-Acceptoren bedingt wird. Um die 
Frage zu klaren, welche Substanzen dafiir verantwortlich sein kénnten, 
haben wir einige bekannte Zwischenprodukte des Intermediirstoft- 
wechsels auf ihre Reduzierbarkeit mit H, untersucht. Wahrend Ameisen- 
sdure, Essigsiiure, Fumarsiure, Apfelsiure, Milchsiiure und Glyein sich 
bei Ankistrodesmus, im Gegensatz zu manchen Bakterien (vgl. Gust 1954; 
SCHLEGEL 1954), als nicht reduzierbar erwiesen, fiihrt ein Zusatz von 
Brenztraubensdure zu einer deutlichen H,-Absorption. Es erscheint 


' Sowohl Pyrosulfit als auch Dithionit kénnen leicht in einer nichtenzymatischen 
Reaktion in Sulfit iibergehen (vgl. Posraarr 1959) 
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demnach durchaus wahrscheinlich, da8 dieses wichtige Zwischenprodukt 
des aeroben und anaeroben Kohlenhydratstoffwechsels auch beim Zu- 
standekommen der endogenen H,-Absorption eine Rolle spielt. 


Das Ergebnis unserer Versuche mit Chinon, Dichlorphenol-indophenol 
und Ferricyanid zeigt schlieBlich, daB diese in der Photosynthese- 
forschung viel verwendeten Hill-Reagentien nicht nur im Licht durch 


Tabelle 4. Bisher mit Ankistrodesmus braunii auf Reduzierbarkeit 
durch molekularen Wasserstoff gepriifte Verbindungen 


reduzierbar | nicht reduzierbar 
pO iess Sulfat 
Sauerstoff Thiosulfat 
Nitrat | Tetrathionat 
Nitrit Ameisensaure 
Hydroxylamin Essigsaure 
Sulfit | Fumarsaure 
Pyrosulfit Apfelsaure 
Dithionit | Milchsaiure 
Brenztraubensaure Glycin 
Methylenblau Chromat 
Chinon 
Dichlorphenol-indophenol 
Ferricyanid 


1 Photosynthetische Sauerstoff-Vorstufe. 


den ,,Photowasserstoff, sondern auch im Dunkeln durch Hydrogenase- 
aktivierten Wasserstoff reduziert werden kénnen. Wenn mit dem gleich- 
falls als Hill-Reagens geeigneten Chromat (HoLT u. FReNcH 1948) keine 
Reaktion beobachtet wurde, so mag das auf der starken Giftwirkung 
dieses Ions gegenitiber Algen (vgl. Hervey 1949) beruhen. 


Hinen zusammenfassenden Uberblick iiber alle bisher mit Ankistrodes- 
mus braunii auf Reduzierbarkeit durch molekularen Wasserstoff gepriiften 
Substanzen gibt Tab.4. 


Summary 


Hydrogenase was shown to be present in the green algae, Chlorella 
pyrenoidosa (two different EMERSON strains), Chlorella vulgaris (PRATT 
strain), Coelastrum proboscideum var. dilatatum, and Selenastrum gracile. 
In three of the algae studied, maximum activity of hydrogenase is reached 
after about 4 hours of anaerobiosis. The adaptation of the other two 
strains, however, requires about 12 and 30 hours respectively. By contrast, 
Chlorella ellipsoidea (strain Marburg St), Hormidium flaccidum, and 
Stichococcus bacillaris do not develop hydrogenase activity during up to 
100 hours of anaerobic incubation. 


224 Ericu Kessuer und HANSHENNER MAIFARTH: 


Ankistrodesmus braunii (strain Marburg), an alga previously found to 
contain hydrogenase, was shown to be able to utilise molecular hydrogen 
in the dark to reduce some inorganic sulfur compounds (sulfite, pyro- 
sulfite, and dithionite), some compounds commonly used as HILL re- 
agents in the study of photosynthesis (quinone, dichlorophenol-indo- 
phenol, and ferricyanide), and pyruvate. On the other hand, no reduction 
could be observed with sulfate, thiosulfate, tetrathionate, chromate, 
formate, acetate, fumarate, malate, lactate, and glycine. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 


Die Wirkungen des Lichtes auf einige Pilze 
und ihre spektrale Grenze zum Langwelligen hin * 


Von 
HELMUT ETZOLD 


Mit 2 Textabbildungen 
(Bingegangen am 29. Juli 1960) 


Es sind bereits weit iiber hundert lichtempfindliche Arten aus allen 
groBeren systematischen Gruppen der Pilze bekannt. Dem gegeniiber 
stehen viele Pilze, die keine sichtbare Lichtwirkung erkennen lassen. 
Viele Vorginge und Merkmale kénnen vom Licht beeinfluBt werden: 
Sporenbildung und Sporenentleerung, Sporenform und -gréBe, Zahl, 
Hohe und Form der Fruktifikationsorgane, Sporenkeimung, Pigment- 
bildung, Mycelwachstum, Wuchsform des Mycels, Gesamttrockengewicht. 
AuBerdem ist bei Pilzen Phototropismus besonders der Fruktifikations- 
organe aber auch mancher Keimhyphen bekannt. Manche Pilze zeigen 
wahrend ihrer Entwicklung einen mehr oder weniger ausgepragten 
Wechsel von licht- und dunkelabhangigen Phasen; und schlieBlich sei 
noch auf das Vorhandensein eines durch Licht auslésbaren endogenen 
Rhythmus bei einigen Arten hingewiesen. Zusammenfassende Ubersich- 
ten iiber die Lichtwirkungen auf Pilze finden sich bei BuGRNssoN (1956), 
HAWKER (1957) und Mone (1960). 

Auffallend ist die groBe Uneinheitlichkeit im Verhalten der einzelnen 
Pilzarten gegeniiber dem Licht. Dabei zeigen oft auch nah verwandte 
Arten und sogar verschiedene Staémme ein und derselben Art so unter- 
schiedliches Verhalten, da man bei fast allen Lichtwirkungen keine 
allgemeinen Regeln aufstellen kann. Es lassen sich jedoch einige all- 
gemeine Grundziige der Lichtwirkungen bei Pilzen in bezug auf einige 
Fragen erkennen. Das ist insbesondere bei der Frage nach dem wirksamen 
Wellenlangenbereich der Fall. Nach den bisherigen Ergebnissen reagiert 
die itiberwaltigende Mehrzahl der untersuchten Arten nur auf kurzwelliges, 
d.h. in der Hauptsache auf violettes und blaues Licht. Die Grenze der 
Empfindlichkeit zum Langwelligen hin liegt in den allermeisten Fallen 
zwischen 510 und 550 mu; im Kurzwelligen reicht die Empfindlichkeit 
bis ins nahe UV. Nur wenige, und meist altere Arbeiten sind es, die von 
einer Gelb- und Rotlichtwirkung berichten. Sie weisen jedoch sehr haufig 


* Teil der Dissertation: ,,Die Wirkungen des unpolarisierten und polarisierten 
Lichtes auf einige Pilze‘‘, Tiibingen 1959. 
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methodische Mangel auf, so daB ihre Ergebnisse nicht als gesichert be- 
trachtet werden kénnen. Ubersichten dariiber liefern die Arbeiten von 
BJORNSSON (1956), BanBury (1959) und Monr (1960). 

Die vorliegende Arbeit wurde unternommen, um mit Hilfe von Schott- 
filtern, die die Spektralbereiche relativ sauber von einander trennen, die 
spektrale Empfindlichkeitsgrenze zum Langwelligen hin fiir die verschie- 
denen Lichtwirkungen bei einigen Pilzen zu bestimmen, und dabei einige 
altere Angaben iiber Rotlichtwirkungen zu iiberpriifen. 


Material und Methoden 
Die verwendeten Pilzarten: 


Folgende Staémme erhielt ich aus der Institutssammlung: Absidia glauca Hagem., 
Aspergillus clavatus Desm., Chaetomium globosum Kunze, Fusarium spec., Mucor 
hiemalis Wehmer, Neurospora sitophila Shear et B.O. Dodge, Phycomyces spec. 
(2 Stémme), Penicillium glaucum, Penicillium affinis, Penicillium roqueforti, 
Rhizopus nigricans Ehrenb., Rhodotorula rubra, Schizophyllum commune Fries, 
Trichoderma lignorum Tode. 

Von der Biolog. Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir 
Mycologie in Berlin-Dahlem erhielt ich: Fusarium coerulewm (Lib.) Sace. 

Von dem Institut fiir forstl. Mycologie der Biolog. Bundesanstalt fiir Land- und 
Forstwirtschaft Hann. Miinden die Arten: T'richothectum rosewm Link, Collybia 
velutipes Curt. 

Von Frau Prof. NretHammeEr, Korntal: Alternaria tenuis, Cladosporium fuli- 
gineum Bonord, Dematium pullulans de Bary et Low. 

Von Herrn Kravsz aus dem Bot. Institut Tiibingen: Saprolegnia ferax (Gruith) 
Thuret. 

Vom Centralbureau voor Schimmelkultures in Baarn/Holland bezog ich: 
Choanephora cucurbitarum B. et Rav. 

Als Stammkulturen dienten Schragagarkulturen, die im Arbeitszimmer auf- 
gestellt waren. 

Das Kulturmedium: Sowohl fiir Stammkulturen als auch fiir die Versuche 
wurde 2°/, Agar in aqua dest. mit 3°/, Loflunds Biomalzextrakt verwendet. Der 
Agar wurde vor dem Ansetzen des Nahrbodens 24 Std in flieBendem Leitungswasser 
gewassert. Die Klarung des Nahrbodens geschah durch Zentrifugieren im heifen 
Zustand; anschlieBend wurde er an drei aufeinanderfolgenden Tagen im strémen- 
den Dampf sterilisiert. Der py-Wert des so bereiteten Mediums betrug 5,2—5,4. Er 
wurde mit der Einstechelektrode der Fa. Pusl, Miinchen, gemessen. 


Die KulturgefaBe: Es wurden Petrischalen aus Jenaer Glas mit ebenem 
Boden, 7 cm innerem Durchmesser und etwa 2 cm Héhe verwendet: In jede Schale 
wurden 10 ml Biomalzagar eingegossen. 

Die Filter und Kulturkasten: Benutzt wurden die folgenden Filter der 
Fa. Schott u. Gen.: GG 14, OG 2, RG 1 und RG 8. Fiir einige Versuche wurde noch 
rotes Dupont-Cellophan verwendet. Die quadratischen Filter hatten eine Kanten- 
lange von 15cm und eine Dicke von 2mm. Ihre spektrale Durchlassigkeit gibt 
Tab.1 wieder. Die Messungen wurden mit dem Zeiss-Spektrophotometer an den 
entsprechenden Filtern mit 5 cm Kantenlinge durchgefithrt. Der geringste wahr- 
nehmbare Ausschlag lag bei 0,01—0,02°/,; wenn er gerade noch erkennbar war, 
wurde er mit ~0,01 angegeben, und wenn er nicht mehr sichtbar war, mit < 0,01. 
Von dem Erreichen ihrer vollen Durchlassigkeit (91—92°/,) an bis 1000 my bleibt 
die Durchlassigkeit bei allen Filtern unverandert. 
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Die Filter wurden in schwarze Pappschachteln mit Uberfalldeckel lichtdicht 
eingebaut. Eine Schachtel wurde entsprechend mit einer Glasplatte versehen und. 
eine mit einer auf beiden Seiten schwarz lackierten Platte. Die Schachteln waren 
innen mit weifem Papier ausgelegt, das etwa 40°/, der einfallenden Intensitat 
reflektierte. In jede Schachtel wurden 5 Petrischalen eingesetzt. 


Tabelle 1. Spektrale Durchlissigkeit (in Prozent) der Schott-Filter RG 8, RG 1, OG 2 
GG 14 und des roten Dupont Cellophans in einfacher (I1mal) und doppelter (2mal) Lage, 
gemessen mit dem Zeiss-Spektrophotometer. 

Die Faserrichtung der beiden Cellophanblatter war bei doppelter Lage parallel 
zueinander. Hierbei ist die Absorption infolge des schwachen Dichroismus besonders 
im blauen Bereich geringer als bei gekreuzter Lage 


Dupont-Cellophan 
A,myu ~RGS8 RGt1 OG2 GG 14 
imal 2mal 

740 92 92 — 82 91 92 
700 84 92 _ 82 91,5 92 
680 41 92 — 81 91,5 92 
660 1,3 91,5 — 81 91,5 92 
650 0,33 91 — 80 91 92 
640 0,15 89 — 78 91 92 
630 0,10 84 — 75 91 92 
620 0,08 61 82 67 90,5 92 
610 0,05 36 71 51,5 90,5 92 
600 0,05 9 | §2 29 89 92 
590 0,05 0,45 27,5 8,5 85 92 
580 0,04 0,15 10,8 Vi 76,5 92 
570 0,03 0,13 3,3 0,27 36 92 
560 0,03 0,1 1,3 0,13 3,0 92 
550 0,03 0,1 0,7 0,1 0,2 92 
540 0,03 0,08 0,6 Ot 0,15 91 
530 0,03 0,08 0,47 0,08 0,13 89 
520 0,025 0,08 0,4 0,08 0,12 85 
510 0,025 0,07 0,4 0,07 0,1 76 
500 < 0,01 < 0,01 0,47 ~ 0,01 ~ 0,01 49 
490 < 0,01 < 0,01 0,7 < 0,01 ~0,01 9 
480 < 0,01 < 0,01 0,85 ~ 0,01 ~0,01 0,25 
470 < 0,01 < 0,01 1,05 ~ 0,01 ~ 0,01 0,1 
460 < 0,01 <= 0,01 1,2 0,025 ~ 0,01 0,09 
450 < 0,01 <= 0,01 1,02 0,02 ~ 0,01 0,08 
400 < 0,01 a OK 0) 0,6 ~ 0,01 ~ 0,01 0,06 


Die Lichtquellen und die Konstanthaltung der AuBenbedingungen: 
Die meisten Versuche wurden in einem Konstantraum durchgefiihrt, in dem 15 
Osram HNT Leuchtstoffréhren von je 25 W aufgehingt waren, deren Emission sich 
von etwa 400—700 mu erstreckte. Die auf die Kasten einfallenden Intensitaiten 
betrugen 1600—2200 Lux. Nach Durchtritt durch den Glasdeckel der Schachtel 
und den Petrischalendeckel waren es etwa 200 Lux weniger. Wenn man aber die 
Reflexion durch das weife Papier mit einberechnet, dann diirften die auf die Kul- 
turen einfallenden Intensitaten wieder auf den Ausgangswert von 1600—2200 Lux 
gelangen. In der Kammer herrschte Lichtdunkelwechsel: 14 Std Licht und 10 Std 
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Dunkelheit. Die Temperaturen betrugen 20—21°C., die Luftfeuchtigkeit etwa 
80°/. Nach den Messungen von Krause (1959) betrug die Temperaturerhéhung bei 
diesen Bedingungen durch Belichtung im Medium héchstens 0,5—0,8° C. Wenn nicht 
anders vermerkt, so wurden die Versuche in diesem Raum durchgefiihrt. 


Daneben wurden einige Pilzarten dem Dauerlicht ausgesetzt. Dies geschah in 
einer Kammer mit einer Osram-HNT und zwei HNW-Rohren von je 40 W. Die 
Temperaturen betrugen wieder 20—21,5°C. Die auf die Kasten fallenden Inten- 
sitaten lagen zwischen 500—700 Lux. 


Mit einigen Arten wurden Versuche in dem sehr intensiven Rotlicht von vier 
TL-40 W-15 Leuchtstoffréhren (Philips) durchgefiihrt, deren Emission zwischen 
etwa 625. und 700 my liegt. Es herrschte Lichtdunkelwechsel von 12:12 Std. Die 
Temperaturen lagen bei 20—21° C. 


Rhizopus nigricans, Mucor hiemalis und Phycomyces spec. wurden einseitigem 
Licht von etwa 600 Lux ausgesetzt. Als Lichtquelle diente eine Gliihbirne, die durch 
stromendes Leitungswasser (Schichtdicke 8 em) gekiihlt wurde. Die Temperaturen 
schwankten zwischen 24 und 26° C, die Luftfeuchtigkeit betrug etwa 60°/,. 


Ergebnisse 
Die meisten Ergebnisse sind in Tab.2 zusammengestellt. 


Lichtunempfindliche Pilze 


Folgende Pilze wiesen keine eindeutige Lichtwirkungen auf: Cunning- 
hamella spec. und Absidia glauca unter den Phycomyceten sowie Clado- 
sporium fuligineum, Dematium pullulans und Rhodotorula rubra unter den 
Fungi imperfecti. 


Die Ringbildung bei Penicillium glaucum und Aspergillus 
clavatus 
Penicillium glaucum 


Uber Ringbildung bei Penicillium-Arten und anderen Pilzen ist schon mehrfach 
berichtet worden. Fast immer handelt es sich dabei um Conidienringe, d.h. ring- 
férmige Zonen von wechselnder Conidiendichte [vgl. z.B. Hav (1933) und Sae- 
ROMSKY (1956)]. Moreau (1912) und Gatiemanrrs (1911) beobachteten Ring- 


bildung bei Penicillium glaucum. 


Bei den folgenden Versuchen wurde der Pilz haufig auf Cellophan (von 
der Fa. Kalle) kultiviert. Das sterilisierte Cellophan wurde dazu auf dem 
Medium ausgebreitet und dann der Pilz aufgeimpft. In einigen Fallen 
wurde P. glaucum auch unter Cellophan gezogen, d.h. das Cellophan wurde 
erst nach dem Impfen auf dem Agar ausgebreitet. In beiden Fallen war 
die radiale Wachstumsrate des Pilzes nicht verschieden von Kulturen, die 
im Agar ohne Cellophan wuchsen. Uberall betrug der tagliche radiale Zu- 
wachs 2,5—2,8 mm. Die normalen Kulturen und die auf Cellophan glichen 
sich makroskopisch in ihrer Farbe und dem Conidienbesatz vollig, die 
unter Cellophan bildeten keine Conidien. Meistens wurden die Schalen 
dazu noch mit Plastilin abgedichtet. Auch hier zeigte sich kein anderes 
Verhalten in Mycelwachstum und Ringbildung. 
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Tabelle 2. Die Wirkungen des Weiflichtes wnd verschiedenen Filterlichtes auf 19 Pilzarten 
im Lichtdunkelwechsel. 
(-+ = wirksam, — = unwirksam, r. C.=2Lagen rotes Dupont-Cellophan). Die Literatur- 
angaben beziehen sich auf Ergebnisse, die den vorhergehenden Spalten entsprechen 


Pilzart 
Impfmethode F e : GG) OG RG! RG| TL : 
Voraice Lichtwirkungen Literatur 14/21/1181 45 Es | Literatur 
(Tage) 
A. Phycomyceten 
Rhizopus positiver Photo- 
nigricans tropismus der 
Sporen Stolonen eh = 
3—5 
Mucor Carotinbildung 
iemalis im Mycel A tea: ae poe aa: 
Sporen Sporangien- 
trager in Licht +)/+)+)—/+ 
| langer 
positiver Photo- or 
tropismus der +)+/+ +)+ 
Sporangientrag. 
Phycomyces Makrosporan- | RupDOLPH 
spec. gien vermehrt, | (1958) 
Mikrosporan- ot) oo ee 
Sporen gien vermindert 
5—17 Sporangien- RupDoLPH / | 
trager dicker (1958) aa cet bi ag? 
positiver Photo- | CasTLE (1931) z. B. BUn- 
tropismus der | BUNNING (1950) NING (1937) 
Sporangien- fichihake +|+) Paur (1950) 
' triger a JAcos (1954) 
Phycomyces vermehrte 
spec., Carotinbildung 
Stamm 7'bg. im Mycel der bo] ae 
Sporen 5—17 
Choanephora vermehrte CHRISTENBERRY 
cucurbitarum | Conidienbildung) (1938) Barnerr | + | — | — | — 
u. Linny (1950) 
Sporen - 
verminderte CHRISTENBERRY 
ae Luftmycel- (1938) be je fe 
bildung 
Saprolegnia Hemmung der | Kraus (1959) KRavsE 
ferax Oogonienbildung (1959) 
Mycel ja tas a 
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Pilzart 
Wee ns: Lichtwirkungen Literatur a ae He % G ie r.C. Literatur 
(Tage) | 
Oj 
B. Ascomyceten und Fungi imperfecti 
Chaetomium Hemmung der 
globosum Perithecienbil- ee eee Reena ee 
dung (vel. Abb.1) 
ee verminderte = 
P Bildung eines 
ee 127 braunen Pigm. oe ae ae cre hia 
im Mycel | 
Fusarium Bildung eines | Brssry (1904) | a 
coeruleum rotl. Pigments | CariimE (1956) | + | — | — | — 
Oe: im Mycel andere Arten 
ae Forderung der | Brown (1925) 
13—16 Conidienbildung | HartTER (1939) 
Brissy (1925) 
SyypeER u.Han-| + | — | — | — 
son (1941) z.T. 
andere Arten 
Fusarium Bildung eines 
spec. roten Pigments +)/—}|—/;—|]— 
im Mycel 
oe Hemmung der 
7—17 Conidienbildung p+ )—}—|—|— 
Trichoderma Férderung der | ByORNSSON BuJORNSSON 
lignorum Conidienbildung,} (1956) (1956): Ak- 
Conidientrager | T. spec. +})/—}|—}—]}— tionsspek- 
Sporen- gleichmabiger trum 
suspension erat 
oS 15 Hemmung der 
Chlamydo- 
sporenbildung 
Farbe der 
Conidientrager +/—}/—/;—J— 
mehr gelblich 
Neurospora Bildung von vAN DEVENTER VAN DEVEN- 
sitophila Carotinoiden (1931) | TER (1931) 
Sporen- ZALOKAR (1955) | 4 ZALOKAR 
suspension (1955) 
3—15 
Alternaria Forderung der | BEECHER (1945) 
tenuis Conidienbildung,| JOHNSON u. 
Conidientrager | Hanprn (1954) 
pogrens gleichmaBiger |v. WITSCH u. ate Sabla 
SN aoe verteilt WAGNER (1955) 
7—14 z.T. and. Arten 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 


Pilzart 
Impfmethode 5 : , GG) OG|/ RG RG TL ; 
SER Lichtwirkungen Literatur 14| 2 1 8 | 15 IF C. Literatur 
(Tage) 
Alternaria die mehrzelligen | | 
tenuis Conidien sind 
| dinner als im | A ce 
Sporen- | Dunkeln | 
suspension = 
Substratmycel | 
Hea durch Membran-, 
pigment hell- 
braun gegeniiber. SR Dat Beet hs 
dunkelolivgriin | 
im Dunkeln 
| verminderte Bil- 
dung v. groBen, 
braunen Farb- | +/—/;—|]— 
stoffkristallen 
im Medium | 
Ringbildung | v. WITSCH u. | | Gatie- 
(wechselnde WAGNER (1955) | | |mMaEmRTs (1911) 
| Conidiendichte) | GALLEMAERTS + }—|— |— | auch Gelb- 
(TOLD eget: u. Rotlicht 
andere Arten wirksam 
a - | — = = — = — - 
Penicillium Ringbildung GALLEMAERTS / GALLE- 
glaucum (wechselnde (1911) MABRTS (1911) 
Sporen- Conidiendichte) | Mormavu (1912) | + | — | —|—|— auch Gelb- 
suspension u. Rotlicht 
6—15 wirksam 
Penicillium Ringbildung 
affinis (wechselnde | +/—|—|— 
Conidiendichte) 
Sporen- ee =, 2 Sa (a | Reel ||P ne) || — 
suspension Bildung eines 
hellbraunen 
5-17 Farbstoffs im lca | 
Mycel | 
Hemmung der | 
Luftmycel- ee st aa 
bildung 
Penicillium Ringbildung 
roqueforti (wechselnde 
Sporen- Conidiendichte) +/—}—}|— 
suspension 


6—15 


Pilzart 
Impfmethode 


Versuchsdauer 
(Tage) 
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Lichtwirkungen 


Literatur 


GG 
14 


OG 
2 


RG 


RG 


TL 
15 
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Literatur 


Aspergillus Ringbildung 
clavatus (wechselnde 
Conidiendichte) | 
Sporen- | a ee 
es Conidientrager 
Ad stehen undichter 
als im Dunkeln 
Conidientrager GARDNER (1955) GARDNER 
u. Endblasen 2 | A. giganteus : (1955) 
bis 3mal langer l Ae guganteus 
als im Dunkeln 
| Bildung von 
Carotinoiden im 
Conidientrager 
gelblich braune 
| Farbung des +}/—/—|—}]— 
Substrats 
Trichothecium | Ringbildung | SAGRoMSKY SAGROMSKY 
(1956) 
roseumy (1956) bei 
Soren. my Grenze bei 
r : | 561 my 
suspension | 
13—15 
C. Basidiomyceten 
Collybia | Bildung von 
velutipes Fruchtkorper- _ 
anlagen nur im aa lhe aks 
Mycel Licht 
9—17 verminderte 
Luftmycel- a |e 
| bildung + 
Férderung der 
| Oidienbildung eile ae 
des Luftmycels 
Schizophyl- verminderte WAKEFIELD 
lum commune | Luftmycel- (1909) 
. +- = = | S 
Mycel bildung 
Baily 
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Die Ringe bestanden aus alternierenden Zonen von wechselnder 
Conidientragerdichte. Die Héhe der Trager samt ihren Conidienketten 
schien jedoch iiberall gleich. 

Wurde der Pilz auf Cellophan iiber Agar ohne Zusatze kultiviert, so 
hatte das den Vorteil, daB in dem lockeren Hyphengeflecht die einzelnen 
Haupthyphen mit den auf ihnen stehenden Conidiophoren verfolgt wer- 
den konnten. Dabei zeigte sich deutlich, daB die Trager auf den hellen 


Abb. 1. Kulturen von Chaetomiwm globosum im Lichtdunkelwechsel (links) und Dunkeln (rechts) 
auf 3°/, Biomalzagar gewachsen. Man sieht die deutliche Verminderung der Perithecien im Licht 


Ringen bei ein und derselben Hyphe in weitem Abstand folgten, wahrend 
auf den dunklen Ringen meist mehrere Trager dicht hintereinander 
standen. Solche Dichteunterschiede konnten an den gew6hnlichen Sub- 
stratverzweigungen nicht beobachtet werden. 

Kulturen im Dauerlicht und Dauerdunkel sahen fast gleich aus. Die 
‘onidientrager waren etwa gleich dicht und gleich hoch, und die Conidien- 
suspensionen im Reagensglas nebeneinander gehalten wiesen keinerlei 
Unterschiede auf. Der einzige Unterschied, der erst bei genauerem Hin- 
sehen auffiel, war, da die Trager- und damit auch die Conidienbildung 
im Dunkeln etwas verzégert ist. Das heiBt, makroskopisch betrachtet 
war der Abstand der ersten reifen blaugriinen Conidien vom Mycelrand 
im Dunkeln gréBer als im Licht, und zwar betragt er in den Dunkel- 
kulturen etwa 4,8 mm und in den Lichtkulturen etwa 3,8 mm. Auch fiir 
den Abstand der ersten jungen noch conidienlosen Trager von den Enden 
der auf dem Agar kriechenden Hyphen ergeben sich eindeutige Unter- 
schiede, Als Beispiel sei hier eine MeBreihe fiir diesen Abstand wieder- 
gegeben (gemessen in Mikrometer-Einheiten) : 


Lichtkulturen: 18 15 14 12 14 #15 19 199447 11 
Dunkelkulturen: 30 24 27 26 29 25 27 21 25 25. 
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Bei dreimaligem Wiederholen der Messungen ergab dieser Abstand fiir 
die Lichtkulturen im Mittel 562 4 und fiir die Dunkelkulturen 946 Hb: 
Diese Zahlen sollen nur einen gré8enordnungsmabigen Eindruck liefern, 
sie sind in ihrem genauen Betrag nicht gesichert. Gesichert ist jedoch der 
Unterschied als solcher, der bei zahlreichen Schalen auch mit der Lupe 
immer sichtbar war. Wurden im Dauerlicht gewachsene Kulturen ver- 
dunkelt und verdunkelte Kulturen ins Licht gestellt, so kehrte sich das 
Verhaltnis des Tragerabstandes entsprechend den umgetauschten Be- 
dingungen in beiden Schalen um. Der Abstand der ersten Zweighyphen 
von der Spitze der Haupthyphe schien dagegen wieder nicht durch Licht 
beeinfluBt zu werden, und bei orientierenden Messungen iiberschnitten 
sich die Werte. 

Wurden Dunkelkulturen in abgedichteten Schalen, die etwa eine Woche 
alt waren, ins Licht gestellt, also einem einmaligen Wechsel von dunkel 
nach hell unterworfen, und wurde der Mycelrand zum Zeitpunkt des 
Lichtbeginns vom Schalenboden her markiert, so ergab sich nach ein paar 
Tagen Kulturzeit im Licht folgendes: etwa 0,75 mm hinter der Markie- 
rung (nach innen) befand sich ein dunkler, also traégerreicher Ring von 
etwa ?/, mm Dicke und davor eine etwa 1 mm breite helle Zone mit deut- 
lich weniger Tragern als im Dauerlicht und Dauerdunkel. AuBerhalb und 
innerhalb dieser Ringe sahen die Kulturen etwa gleich aus. Das Aussehen 
dieser Ringe war ahnlich wie in Abb.2 fiir Aspergillus clavatus wieder- 
gegeben. Wurden die Versuche mit dem Unterschied durchgefiihrt, daB 
der Pilz auf Cellophan wuchs, so waren die Ringe scharfer ausgebildet. 
Das riihrt in der Hauptsache daher, daB die Mycelfront auf Cellophan 
scharfer ist; (im Agar waren die obersten Hyphenenden denen in der 
Mitte des Substrats gegeniiber immer etwas zuriick). Der dunkle Ring 
ergab sich hier mit etwa 700 u Breite und mit seiner Mitte etwa 600 
hinter der Markierung. Darauf folgte nach auBen wieder eine helle Zone 
von 0,8—0,9mm Breite und dann, allerdings nicht immer, ein weiterer, 
schwacher, dunkler Ring. 

Kulturen auf Cellophan im Lichtdunkelwechsel (14:10 Std) zeigten 
wenigstens stellenweise ebenfalls je Tag deutlich zwei Ringe. Der erste 
(deutlichere) Ring hatte auch hier einen Abstand von etwa 600 ~ vom 
Mycelrand zur Zeit des Lichtbeginns. Nach dem zweiten Ring folgt eine 
fast tragerfreie Zone, worauf der erste Ring des nachsten Tages folgt. 
Offenbar spielt hier noch ein Effekt des Uberganges von Licht nach 
Dunkel eine Rolle, der sich dem des Wechsels von Dunkel nach Licht zum 
Teil iiberlagert. AbschlieBende Versuche iiber einen Effekt des Uberganges 
von Licht nach Dunkel wurden jedoch nicht durchgefiihrt. 

Aus diesen Ergebnissen kann man entnehmen, da das Licht keinen 
bleibenden Einflu8 auf die Conidienbildung hat, es tritt vielmehr nach 
voriibergehender Férderung und Hemmung und eventuell einer zweiten 
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Forderung Adaptation ein. Somit kénnte man diesen Effekt mit der 
Lichtwachstumsreaktion vergleichen. Dagegen ist die Beschleunigung 
der Conidientraigerbildung ein bleibender Effekt. Inn muf man wohl 
ansehen als Ausdruck der Stoffwechselverschiebung, in der ja eine Adap- 
tation bestehen muB. 

GaLLEMAERTS (1911) nahm fiir P. glawcwm und andere Pilze an, dab die Sporen- 
bildung durch Licht gehemmt wird, weil die conidienreichen Ringe in der Nacht 
gebildet werden. Dasselbe folgerten auch andere Autoren fiir die von ihnen unter- 
suchten Pilze. Hier wurde der conidientragende Ring auch in der Nacht gebildet, so 
da8B er am Anfang der folgenden Lichtperiode sichtbar war. Aber seine Induktion 
erfolgte durch die vorhergehende Lichtperiode und mit der Lupe war schon 3 Std 
nach Beginn des Lichtes ein schwacher noch von conidienlosen Tragern gebildeter 
Ring sichtbar, der dann hauptsachlich in der Dunkelperiode seine Conidien aus- 
bildete. Wenn man also auch den dunklen Ring der Lichtwirkung zuschreiben muBb, 
so kann man hier doch nicht einmal sagen, dafi das Licht die Conidienproduktion 
insgesamt betrachtet voriibergehend férdert, denn es erfolgt ja anschlieBend eine 
Hemmung, die anscheinend der Férderung in ihrem Ausmaf entspricht. Dai an 
der Ringbildung aber auch eine bleibende Wirkung beteiligt sein kann, beweist das 
Verhalten von Alternaria tenuis und z.B. von Fusariwm-Arten (HAL 1933; BisBy 
1925). In beiden Fallen wird durch Dauerlicht die Conidienbildung geférdert. 


Wurden Dunkelkulturen nur einem kurzen LichtstoB (30 sec 600 Lux) 
ausgesetzt, so trat ebenfalls deutliche Ringbildung auf. Auch das ist 
wieder ein Hinweis darauf, daB nur die Traégerdichte bei der Ringbildung 
beteiligt ist, und die Conidienbildung selbst unabhangig vom Licht ist; 
denn zur Zeit des Lichtreizes waren noch nicht einmal die Trager des 
zukiinftigen Ringes vorhanden. Entsprechendes fand auch Brissy (1925) 
bei Fusarium: /,—1 see Tageslicht geniigten hier bereits, um einen Ring 
zu erzeugen, 

Die scharfe Ringbildung bei Penicillium legt von vornherein die Ver- 
mutung nahe, daB nur innerhalb einer schmalen Zone hinter dem Mycel- 
rand Conidientrager aus den Substrathyphen wachsen. Das ist auch tat- 
sichlich der Fall. Dagegen setzen die Conidien ihr Wachstum noch auf 
einer wesentlich breiteren Zone fort. 

Werden die Conidientriger einer Kultur in Wasser durch Reiben 
abgebrochen und samt ihren Conidien abgeschwemmt, so wachsen neue 
Trager auf der ganzen Mycelflache aus und zwar um so mehr, je jiinger die 
betreffende Stelle ist. Wird so mit einer Kultur verfahren, die Conidien- 
ringe ausgebildet hatte, so wachsen die neuen Trager auch noch nach 
zweimaligem Abwaschen in der Hauptsache aus den alten dunklen Ringen 
heraus, so daB wieder genau dieselben Ringe entstehen. Das mag wohl 
ein Zeichen dafiir sein, da die physiologische Verschiedenheit innerhalb 
des Mycels, die durch den Lichtwechsel induziert wurde, sehr stabil ist. 

Kulturen von P. glaucum, die unter Cellophan oder zwischen zwei 
Cellophanblattern wuchsen, bildeten keine Conidientrager mit Sterigmen 
und Conidien aus. Die Kulturen waren also farblos. Im Lichtdunkel- 
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wechsel waren bei solchen Kulturen keine eindeutigen Ringe sichtbar. 
Wurde das bedeckende Cellophan von der Kultur abgehoben, so trat 
dicht hinter dem Stand des Mycelrandes zur Zeit des Abhebens ein sehr 
conidienreicher Ring auf. AuBerhalb dieses Ringes bildeten sich im Licht- 
dunkelwechsel normale Ringe aus, und innerhalb dieses Ringes waren nur 
maBig viele Conidientrager gleichmaBig auf die ganze Fliche verteilt. Es 
ist also nicht médglich, bei 
Kulturen, die nicht direkt mit 
der Luft in Berithrung stehen, 
durch Lichtdunkelwechsel 
Ringe zu erzeugen. Auch HaLn 
(1933) berichtet, daB sich bei 
Sclerotinia fructigena an unter- 
getauchtem Mycel keine Ringe 
bilden. 


Aspergillus clavatus 
Wurden in abgedichteten 
Schalen gewachsene Dunkel- 
kulturen ins Licht gestellt, und 
der Mycelrand zur Zeit des 
Lichtbeginns mit Fettstift Abb.2. Aspergillus clavatus auf 3°/) Biomalzagar zuerst 


markiert. so zeigte sich ein ahn- im Dunkeln und dann im Dauetlicht gewachsen. Zur 
5 : 5 3 e Fake Zeit des Lichtbeginns war der Mycelrand an der 
liches Ergebnis wie bei Penzcil- Sislie des/duniden Rigen 


lium glaucum (siehe Abb. 2). 

Ziemlich genau tiber der Markierung (die Lage wurde nicht so genau be- 
stimmt wie bei Penicilliwm) befand sich ein dunkler Ring. Etwa auf 
2mm innerhalb dieses Ringes ist die Tragerdichte deutlich gegeniiber 
dem iibrigen im Dunkeln gewachsenen Mycel vermindert und auBerhalb 
des tragerreichen Ringes ist die Tragerdichte deutlich geringer als bei 
dem iibrigen im Licht gewachsenen Teil. 

Hier liegen also bleibende Wirkungen des Dauerlichts vor. Aber es sind 
auch wie bei Penicilliwm glaucum die Unterschiede in der Tragerdichte 
innerhalb der Ringe groBer als zwischen Dauerlicht- und Dauerdunkel- 
kultur. Es tritt also auch hier Adaptation ein. Diese ist jedoch nicht so 
vollstandig wie bei Penicillium glaucum. 


Diskussion 


Die vorliegenden Untersuchungen haben das uneinheitliche Verhalten 
auch von nah verwandten Stémmen gegeniiber sichtbarem Licht 
bestitigt. Besonders ausgepragt war das der Fall bei den beiden Fusarvum- 
Arten und den beiden Phycomyces-Stémmen. Zahlreiche entsprechende 
Falle sind aus der Literatur bekannt [vgl. z. B. Brown (1925), Pau 
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(1950), Jacos (1954), Grrrkanp’ (1954)]. Es ist denkbar, daB viele 
widersprechende Ergebnisse, die sich auf die selbe Art beziehen, nur 
darauf beruhen, daB verschiedene Stéimme mit verschiedenem Verhalten, 
oder verschiedene Medien benutzt wurden. 

In einer Hinsicht gleichen sich jedoch fast alle lichtempfindlichen Pilze. 
Das ist ihre spektrale Empfindlichkeit. Fast alle methodisch zuverlassigen 
Arbeiten berichten iiber eine ausschlieBliche Violett- und Blau-Wirkung, 
deren Grenzen zum langwelligen Bereich zwischen 510 und 550 my liegt. 
Innerhalb der Genauigkeit der vorliegenden Arbeit konnte das fiir 
33 von 36 Lichtwirkungen von insgesamt 17 lichtempfindlichen Arten 
bestatigt werden, d. h. die Wirkungsgrenze lag hier zwischen 480 (GGI4) 
und 550.my (OG 2). Dabei stimmten diese Arten bei gleichen Versuchs- 
bedingungen mit Arten schon bekannter Wirkungsgrenze (Newrospora 
sitophila, Aspergillus clavatus) tiberein. 8 Arten wurden dazu noch dem 
sehr intensiven Rotlicht von TL 15-Roéhren ausgesetzt. Von insgesamt 
20 Lichtwirkungen bei diesen Arten fanden 15 in diesem Licht nicht statt. 
Die Wirkungen, die dieses Rotlicht hier ausiibte, waren schon fast alle 
unter den Schottfiltern OG 2 und meist auch RG 1 in der Weiflicht- 
kammer beobachtet worden. Sie sollen weiter unten besprochen werden. 
Wegen dieser grofen Einheitlichkeit in der spektralen Empfindlichkeits- 
grenze erscheinen besonders die alteren Arbeiten, die iiber eine Rotlicht- 
wirkung berichten, zumindest zweifelhaft. Hier wurden meistens ent- 
weder Temperaturwirkungen nicht ausgeschaltet, oder die Reinheit der 
Filter war nicht hoch genug. Das gilt auch fiir die Arbeiten von 
GALLEMAERTS (1911), der fiir Alternaria tenuis und Penicillium glaucum 
Rotlichtwirkungen angibt, und fiir die Arbeiten von CHRISTENBERRY 
(1938), der solche Wirkungen fiir Choanephora cucurbitarum angibt. Die 
Ergebnisse bei diesen drei Pilzen konnten hier bei weitgehender Tempe- 
raturkonstanz und spektraler Reinheit der Filter nicht bestatigt werden: 
das Filter OG 2 mit beginnender Durchlassigkeit bei 550 my zeigte keine 
sichtbare Wirkung mehr. 

Mehrere Autoren stellten nun trotz Verwendung von Schottfiltern beim 
Phototropismus der Sporangiophoren von Phycomyces- und Pilobolus- 
Arten noch eine Wirksamkeit von Wellenlangen zwischen 630 und 660 my 
fest (z. B. BUNNING I: 1937; Pau 1950; Jacon 1953). Entsprechendes 
konnte auch hier bei den verwendeten Phycomyces-Stammen und Mucor 
hiemalis festgestellt werden: Licht von den Filtern OG 2, RG 1, zwei 
Lagen Du Pont-Cellophan und den roten TL 15-Réhren (wenn die 
Kulturen seitlich unter ihnen standen) war deutlich phototropisch wirk- 
sam. Das wiirde einer Empfindlichkeit bis mindestens etwa 620 my (TL 15) 
entsprechen. Mit dem Phototropismus eng verkniipft ist offenbar die 
Tragerverlangerung durch Licht bei Mucor hiemalis, denn dieser Effekt 
war auch noch deutlich vorhanden unter den Filtern OG 2, RG 1 und den 
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TL 15-Rohren. Ahnlich war es bei der Beeinflussung der Zahl der Mikro- 
und Makrosporangien von Phycomyces. Das Filter RG 8 ware vielleicht 
bei héheren Intensitaten oder streng einseitiger Lichtquelle auch noch 
phototropisch wirksam gewesen. 

Hohe Wirksamkeitsgrenzen (RG 1 noch wirksam) fand Jacos (1953) 
auch fiir den photoformativen Effekt von Pilobolus-Arten, und fiir den 
formativen ProzeB von Coprinus stellte Borris (1934) noch eine schwache 
Wirksamkeit bis etwa 640 my fest. 

Hs ist durchaus moglich, daB der Unterschied in der Wirksamkeits- 
grenze dieser und der anderen Pilze nur scheinbar ist und mit der gerade 
hier besonders niedrigen Reizschwelle (siche Jacop 1953; Maps- 
LIN 1956) in Zusammenhang steht. Es scheint auch kein Zufall zu sein, 
daB gerade die Pilobolus-Art mit der héchsten ,,Rotgrenze“‘ des Photo- 
tropismus auch die héchste Empfindlichkeit besitzt und umgekehrt. 
Auch die iibrigen Arten fiigen sich fast alle in diese Regel (Jacos 1953). 
Dasselbe trifft auch fiir die photoformative Wirkung zu (JacoB 1954). 

DaB Rhizopus in den vorliegenden Untersuchungen nur bis zum Filter GG 14 
Phototropismus zeigte, kann darum gut an der wesentlich geringeren Empfindlich- 
keit liegen, die dieser Pilz im Vergleich zu Mucor und Phycomyces zeigte. BUDER 
(1932) [zitiert bei Jacos (1953)] berichtet, daB die Empfindlichkeitsgrenze des 
Phototropismus von Phycomyces beiSteigerung der Intensitat zum Langwelligen hin 
verschoben wird. Entsprechendes berichtet auch BysORNsson (1956) fiir andere 
Pilze. SchlieBlich muB man bedenken, daB die absolute Grenze kaum weitere Schliisse 
liber die Art des absorbierenden Pigments zulaBt. Dazu kommt, daB die spektrale 
Reinheit der Filter nie absolut ist. Bei einer Lichtintensitaét von etwa 10000 M. K., 
wie sie J AcoB (1953) zum Teil verwendete, und einer Reizschwelle von0,0000006 M.K. 
bei Pilobolus longipes miiBte beim Filter RG 5 die Durchlassigkeit fir Blaulicht 
noch unter etwa 5 - 10-°°/, liegen, wollte man mit Sicherheit sagen, da Gelb- oder 
Rotlicht wirksam ist. Eine so hohe spektrale Reinheit ist doch sehr unwahrscheinlich 


(siehe auch Tab. 1). 

Viel wesentlicher fiir das Verstaéndnis der Photoreaktionen ist das 
Aktionsspektrum, und dieses stimmt fiir den Phototropismus von 
Pilobolus und Phycomyces (CastEt 1931; Binnrne 1937) und fiir die 
Etiolementsverhinderung von Coprinus (SCHNEIDERHOHN 1954) in seinen 
wesentlichen Punkten, néimlich der Lage des Hauptmaximus und der 
des Steilabfalls zum Langwelligen hin mit den anderen fiir Pilze aufgestell- 
ten Aktionsspektren (ZALOKAR 1955; GARDNER 1955; BsoORNsson 1956) 
weitgehend tiberein. Uberall erstreckt sich der Steilabfall der Wirksam- 
keit auf den Bereich zwischen 480 und 510—530 mu. Fiir die Trager- 
verlingerung von Mucor hiemalis, die auch noch unter RG 1 erfolgte, 
konnte hier ein Steilabfall in der Wirksamkeit zwischen GG 14 und OG2, 
also zwischen 480 und 550 my wahrscheinlich gemacht werden. Dasselbe 
war auch fiir die Beeinflussung der Sporangienzahl bei Phycomyces der 
Fall. In beiden Fallen waren die Unterschiede zwischen den WeiBlicht- 
und GG 14-Kulturen wesentlich geringer als zwischen den GG 14- und 
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OG 2-Kulturen. Es scheint also durchaus wahrscheinlich, daB bei diesen 
hochempfindlichen Prozessen dennoch dasselbe Pigment wie bei den an- 
deren Pilzen die wirksame Absorption vollzieht, und daB die Rotlicht- 
wirkung hier nur einAusdruck der hohen Empfindlichkeit ist, in dem 
entweder das noch durch das Filter hindurchgelassene Blaulicht oder das 
noch vom Pigment absorbierte langerwellige Licht wirkt. 


Wenn man von den Myxomyceten absieht, die mit den Pilzen sicher 
keine phylogenetische Einheit bilden, und fiir die LrerH (1956) bei einem 
Vertreter Rotlichtwirkung fand, scheint es nur wenige Pilze zu geben, bei 
denen man von ihrer héheren Empfindlichkeitsgrenze mit Sicherheit auch 
auf einen anderen Photoreceptor schlieBen kann. Hierher gehért vor allem 
die Wirkung von Rotlicht auf die Oogonienbildung von Saprolegnia ferax 
(KRAUSE 1959), die voll bestatigt werden konnte. Hierbei ist eine Tempe- 
raturwirkung ausgeschlossen. Die Reizschwelle ist relativ hoch (KRAUSE 
1959), sie liegt mit etwa 60—100 Lux jedenfalls viel héher als die der 
Ringbildung von Penicillium, die nach meinen Erfahrungen noch unter 
2 Lux liegt. 

Sacromsky (1956) fand bei T'richotheciwm roseum im Vergleich zu den anderen 
von ihr untersuchten Arten eine héhere spektrale Empfindlichkeitsgrenze ; sie gibt sie 
mit 550 mw an. Dabei stellt sie fest, daB dieser Pilz sogar weniger empfindlich war 
als einer der anderen Arten. Bei dem wesentlich intensiveren Rotlicht der TL 15- 
Rohren zeigte dieser Pilz noch deutliche, aber schwache Ringe. Jedoch mu8 wohl 
auch hier analog zu den Befunden bei Phycomyces und Pilobolus wegen der Ver- 
schiebung der Wirkungsgrenze durch Steigerung der Intensitaét angenommen wer- 
den, dai in dem Bereich zwischen 550 und 620 mu, dem etwaigen Beginn der Emis- 
sion der TL 15-Rohren, héchstens eine sehr schwache Wirksamkeit vorliegt, und der 
eigentliche Anstieg zum Maximum erst unterhalb 550 mu beginnt. 


Bei allen anderen hier untersuchten Arten lag die Empfindlichkeits- 
grenze zwischen den Filtern GG 14 und OG2. Auch hier liegt der 
Steilabfall der spektralen Wirksamkeit wahrscheinlich zwischen 480 und 
550 my, wie das bei allen bisher fiir Pilze aufgestellten Aktionsspektren 
der Fall ist. Kindeutig ist das jedenfalls bei Penicilliwm glaucum und Alter- 
naria tenuis der Fall, bei denen alle Lichtwirkungen noch unter einem 
Neutralglasfilter mit 0,2°/) Durchlassigkeit stattfanden, wahrend unter dem 
Filter OG 2, das die Gesamtenergie nur auf etwa 40°/, reduzierte, keiner- 
lei Wirkungen mehr auftraten. Es scheint sich also bei den Pilzen immer 
um ahnliche absorbierende Pigmente zu handeln. Nach den bisherigen 
Untersuchungen spricht am meisten dafiir, da Riboflavin oder ver- 
wandte Stoffe iiberall die wirksame Absorption vollziehen (vgl. die aus- 
fiihrliche Diskussion bei BANBURY 1959 und Mour 1960). 

Fir alle hier beobachteten Lichtwirkungen ist es bezeichnend, daB sie 
erst in einem bestimmten Abstand vom Mycelrand sichtbar werden, bei 
manchen erst, wenn die Schale bereits ausgefiillt ist (z.B. Collybia). Das 
hangt damit zusammen, daB die Prozesse, auf die das Licht einen EinfluB 
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hat, erst in einem bestimmten Abstand von den wachsenden Hyphen- 
spitzen stattfinden. Bei Penicillium glawcum z. B. beginnt diese Zone 
etwa 500—900 w hinter dem Mycelrand. Es liegt darum nahe, anzuneh- 
men, daB auch die Reizaufnahme am selben Ort erfolgt. Von einer Reiz- 
leitung ist bisher bei Pilzen nichts bekannt geworden, es ist im Gegenteil 
oft ihr Fehlen nachgewiesen worden, z.B. beim Phototropismus und der 
Lichtswachstumsreaktion (PauL 1950; GerrKanpr 1954), bei der Frucht- 
k6rperinduktion bei Coprinus (MADELIN 1956) und bei der lichtabhangi- 
gen Trophocysten- und Sporangienbildung bei Pilobolus (Jaco 1954). 
Sehr wahrscheinlich liegen die Verhaltnisse ebenso bei Mucor hiemalis 
und Choanephora cucurbitarum, bei denen bei Belichtung langst aus- 
gewachsener Dunkelkulturen dasCarotin bzw. die Conidien auf der ganzen 
Mycelflache nachgebildet wurden. 

Mit dieser anscheinend bestehenden physiologischen Unabhangigkeit 
benachbarter Mycelstellen steht auch die zunachst erstaunliche Tatsache 
in Einklang, daB selbst Pilze, die z.B. in ihrer Sporen- und Pigment- 
bildung so stark vom Licht abhangig sind wie z.B. Choanephora cucurbi- 
tarum und Mucor hiemalis, mit ihrem Mycelwachstum nicht sichtbar auf 
Licht reagieren. Fiir Choanephora wird das von CHRISTENBERRY (1938) 
berichtet. Im selben Sinne sprechen auch die Versuche mit Penicilliwm 
glaucum, bei denen Kulturen, die unter Cellophan wuchsen, keinerlei 
Sporen ausbildeten und die sich doch in ihrem radialen Wachstum nicht 
merklich von conidienbildenden Kulturen unterschieden. Auch bei den 
iibrigen hier untersuchten lichtempfindlichen Arten schien keine Beein- 
flussung des radialen Wuchses durch Licht vorzuliegen, oder sie stand 
doch zu mindest in keinem Verhaltnis zur Lichtwirkung auf die licht- 
empfindlichen Prozesse. Dasselbe berichten zahlreiche Autoren (z. B. 
Sacromsky I, II, III, Jacop 1953; Mapetrn 1956). Zum Teil wurden 
genaue mikroskopische Zuwachsmessungen gemacht, wobei sich auch kein 
Unterschied ergab. Nur relativ selten wird von einer eindeutigen Licht- 
wirkung auf das radiale Wachstum berichtet (zuletzt Pacn O. T. 1956; 
RIEDHARDT 1958). 

Fiir die Ringbildung bei Aspergillus clavatus und Penicillium glaucum 
konnte gezeigt werden, da die Reaktion nur in einer schmalen Zone 
hinter dem Mycelrand stattfindet. DaB diese Reaktionszone nach hinten 
begrenztist und nicht breiter ist als der tagliche Zuwachs, muB tiberhauptals 
Voraussetzung fiir jede Ringbildung im Lichtdunkelwechsel angenommen 
werden. Auch Bissy (1925), Hat (1933) und Sacromsky (1952, I) stellten 
fest, daB bei der Ringbildung nur jeweils eine schmale Zone in der Gegend 
der Hyphenspitzen reagiert. Daher scheint es auch verstandlich, daf z.B. 
das Mycelearotin bei Mucor und die Conidientréger bei Choanephora nicht 
in Ringen von wechselnder Ausbildung angeordnet sind, da bei diesen 
Pilzen die Reaktionszone viel breiter ist oder gar keine hintere Grenze hat. 
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Summary 


1.The light reactions of the following species of fungi were investigated 
in light-dark cycles: 1. Cunninghamella spec.; 2. Absidia glauca; 3. Rhi- 
zopus nigricans; 4. Mucor hiemalis; 5. Phycomyces spec. ; 6. Choanephora 
cucurbitarum; 7. Saprolegnia ferax; 8. Cladosporium fuligineum; 9. De- 
matium pullulans; 10. Rhodotorula rubra; 11. Chaetomium globosum ; 
12. Fusarium coeruleum; 13. Fusarium spec. 14. Trichoderma lignorum ; 
15. Alternaria tenuis; 16. Neurospora sitophila; 17. Penicillium glaucum ; 
18. Penicillium roqueforti; 19. Penicillium affinis; 20. Aspergillus 
clavatus; 21. Trichothecium roseum; 22. Collybia velutipes; 23. Schizo- 
phyllum commune. The fungi were grown on biomalt agar. 

2. Light had no visible effect upon the following fungi: Cunning- 
hamella spec.; Absidia glauca; Cladosporium fuligineum, Dematium 
pullulans, Rhodotorula rubra. In those fungi which reacted to light, one 
or more of the following features were affected : concentration of pigments, 
density of spores, length and density of spore-bearing hyphae. 

3. Almost all reactions took place under the Schott-filter GG 14, but not 
under the filters OG 2, RG 1, and RG8. This means, that the spectral 
border of the sensitivity must lie between 480 and 550 my. The same was 
the case in Penicillium glaucum, Alternaria tenuis, and Choanephora 
cucurbitarum, for which red light reactions are reported in the literature. 

4. Several fungi were exposed to the very intense red light of 
4 Philips-fluorescent tubes, but no effects were found besides the ones 
that had already been observed in white light under the filter OG 2. 

5. Most of the light effects that still occured in wavelengths above 
550 my were already known from the literature. We assume, that in most 
of the reported cases, as well as in our own experiments the effectivness 
of red light is being stimulated by a low threshold for blue light coupled 
with contamination of the red light with some blue light. 

6. The formation of concentric zones in Penicillium glaucum and 
Aspergillus clavatus was investigated more closely. It was found, that 
the effect of light upon the formation of conidia in both fungi is only 
transient and followed by a more or less complete adaptation. 


Herrn Prof. Dr. E. Bitynine danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir 
sein stetes Interesse an ihrem Fortgang. 


Literatur 

Bansury, G. H.: Phototropism of lower plants. Hb. d. Pflanzenphysiologie 17/1, 
8. 530—574. Berlin, Gottingen, Heidelberg: Springer 1959. 

Barnett, H. L., and V. G. Litty: Nutritional and environmental factors influen- 
cing asexual sporulation of Choanephora cucurbitarum in culture. Phytopathology 
40, 80—89 (1950). 

Brrouer, I. 8.: Light and composition of media as factors inducing sporulation in 
strains of Alternaria solani (Abst.). Phytopathology 85, 483 (1945). 


Die Wirkungen des Lichtes auf einige Pilze 243 


Brssry, E. A.: Uber die Bedingungen der Farbbildung bei Fusarium. Flora 
(Jena) 98, 301—334 (1904). 

Bispy, G. R.: Zonation in cultures of Fusariwm discolor sulphureum. Mycologia 
(N. Y.) 18, 89—97 (1925). 

Bsornsson, J. P.: Effect of light on Stemphylium, Trichoderma, Botrytis and certain 
other Fungi. Ph. D. Thesis Univ. of Maryland, College Park M. D. 1956. 

Borris, H.: Uber den EinfluB auBerer Faktoren auf Wachstum und Entwicklung 
der Fruchtkérper von Coprinus lagopus. Planta (Berl.) 22, 644—684 (1934). 

Brown, W.: Studies in the genus Fusariwm II: An Analysis of factors which 
determine the growthforms of certain strains. Ann. Bot. 39, 373—408 (1925). 

Buper, J.: Uber die phototropische Empfindlichkeit von Phycomyces. Beitr. Biol. 
Pflanz. 19, 420 (1932). 

Bunning, E.: Phototropismus und Carotinoide I: Phototropische Wirksamkeit 
von Strahlen verschiedener Wellenlinge und Strahlenabsorption im Pigment 
bei Pilobolus kleinit. Planta (Berl.) 26, 719—735 (1937). 

Buwnnine, E.: Phototropismus und Carotinoide III: Weitere Untersuchungen an 
Pilzen und hoheren Pflanzen. Planta (Berl.) 27, 583—609 (1938). 


CARLILE, M. J.: A study of the factors influencing non-genetic variation in a strain 
of Fusarium oxysporum. J. gen. Microbiol. 14, 643—654 (1956). 

CastLE, E. §.: The phototropic sensitivity of Phycomyces as related to wavelength. 
J. gen. Physiol. 14, 701 (1931). 

CHRISTENBERRY, G. A.: A study of the effect of light of various periods and wave- 
lengths on the growth and asexual reproduction of Choanephora cucurbitarum. 
J. Elisha Mitchell Sci. Soc. 54, 297 —310 (1938). 

Deventer, W. F.v.: Der kleurstoffen van Neurospora (Monilia) sitophila. Disser- 
tation. Utrecht 1931. 

GALLEMAERTS, V.: De la zonation des cultures de champignons en boite de Petri. 
Recueil Inst. Bot. Leo Errera 8, 213—223 (1911). 

GARDNER, E. B.: Conidiophore elongation in Aspergillus giganteus, the influence of 
temperature, light intensity and light quality. Trans. N. Y. Acad. Sci., Ser. 2, 
17, 476—495 (1955). 

GETTKANDT, G.: Zur Kenntnis des Phototropismus der Keimlinge einiger para- 
sitischer Pilze. Hallenser Z. 3, 691—710 (1954). 


Hat, M. P.: An analysis of the factors controlling the growth form of certain 
fungi with special reference to Sclerotinia (Monilia) fructigena. Ann. Bot. 47, 
543—578 (1933). 

Harter, L. L.: Influence of light on the conidia in certain species of Fusarium. 
Amer. J. Bot. 26, 234—243 (1939). 

Hawker, L.E.: The physiology of reproduction in Fungi. Cambridge Univ. Press 
1957. 

Jacos, F.: Vergleichende Untersuchungen iiber die Grenzwerte der phototropischen 
Reaktion in den Gattungen Pilobolus u. Phycomyces. Dissertation. Halle-Witten- 
berg 1953. 

Jacos, F.: Die Rolle des Lichtes im Entwicklungsgang der Sporangientrager von 
Pilobolus-Arten. Wiss. Z. d. M. Luther-Univ. Halle-Wittenberg, Jahrg. 4, 
125—132 (1954). 

Jounson, T. W., and J. E. Harri: Environmental effects on conidial variation in 
some Fungi Imperfecti. J. Elisha Mitchell Sci. Soc. 70, 314426 (1954). 

Krauss, R.: Untersuchungen iiber den EinfluB der AuSenfaktoren auf die Bildung 
der Oogonien beiSaprolegnia ferax (Gruith) Thuret. Dissertation. Tubingen 1959. 

Lieru, H.: Wirkung des Griinlichts auf die Fruchtkérperbildung bei Didymium 
eunigripes. Arch. Mikrobiol. 24, 91—104 (1956). 


244 Hetmvt Erzoip: Die Wirkungen des Lichtes auf einige Pilze 


Mave tn, M. F.: The influence of light and temperature on fruiting of Coprinus 
lagopus in pure culture. Ann. Bot. 20, 467—480 (1956). 

Mour, H.: Wirkungen des kurzwelligen Lichtes. Handbuch d. Pflanzenphys. 
Bd. 16. Berlin, Gottingen, Heidelberg: Springer (im Druck). 

Moreau, F.: Sur les zones concentriques que forment dans les cultures du Peni- 
cillium glaucum. Bull. Soc. bot. France 59, 491—495 (1912). 

Pace, O. T.: The influence of light and other environmental factors on mycelial 
growth and sclerotial production by Botrytis sgwamosa Walker. Canad. J. Bot. 
34, 881—890 (1956). 

Pav, H.: Phototropische Untersuchungen an jungen Sporangientragern von 
Pilobolus-Arten. Dissertation Halle 1950. 

Rrepuart, J. M., and C. L. Porter: Studies of a unique pigment complex and a 
photobiological reaction in Penicillium Herquet. Mycologia (N. Y.) 50, 390—402 
(1958). 

Rupotpu, H.: Entwicklungsphysiologische Untersuchungen an den Sporangio- 
phoren von Phycomyces Blakesleeanus. Biol. Zbl. 77, 385—437 (1958). 

Sacromsky, H.: Der Einflu8 des Lichtes auf die rhythmische Conidienbildung von 
Penicillium. I. Flora (Jena) 189, 300 —312 (1952). 

Sacromsky, H.: Lichtinduzierte Ringbildung bei Pilzen. Il. Flora (Jena) 139, 
560—564 (1952). 

Sacromsky, H.: Zur lichtinduzierten Ringbildung bei Pilzen. III. Biol. Zbl. 75, 
385 (1956). 

SCHNEIDERHOEN, G.: Das Aktionsspektrum der Wachstumsbeeinflussung durch 
Licht bei Coprinus lagopus. Arch. Mikrobiol. 21, 230 —236 (1954). 

Snyper, W.C., and H.N. Hansen: The effect of light on taxonomic charakters in 
Fusarium. Mycologia (N. Y.) 38, 580—591 (1941). 

Tomntck, M. B., V. G. Linuy and H. L. Barnert: Factors affecting sporulation of 
Diaporthe phaseolorum var. batatis from Soybean. Phytopathology 41, 327—336 
(1951). 

Usetmesser, E. R.: Uber den endonomen Tagesrhythmus der Sporangientrager- 
bildung von Pilobolus. Arch. Mikrobiol. 20, 1—33 (1954). 

WakeEFIELD, E.M.: Uber die Bedingungen der Fruchtkérperbildung, sowie tiber 
das Auftreten fertiler und steriler Stiimme bei Hymenomyceten. Naturw. Z. 
Forst- u. Landw. 7, 521—551 (1909). 

Wirtscu, H.v., u. F. Waaner: Beobachtungen iiber den Einflu8 des Lichtes auf 
Mycel- und Conidienwachstum bei Alternaria brassicae var. dauci. Arch. 
Mikrobiol. 27, 307 (1925). 

ZALOKAR, M.: Biosynthesis of Carotenoide in Newrospora. Action Spectrum of 
Photoactivation. Arch. Biochem. 56, 318—325 (1955). 


Archiv fiir Mikrobiologie 37, 245—255 (1960) 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Marburg/Lahn 


Physiologische Untersuchungen 
an einer ungewohnlich sdureresistenten Chlorella 


Von 
ERICH KESSLER und Horst KRAMER 


Mit 6 Textabbildungen 
(Hingegangen am 4. August 1960) 


Die Entwicklung fast aller bisher untersuchten Griinalgen ist auf 
Lésungen mit schwach saurer bis schwach alkalischer Reaktion be- 
schrankt; die meisten Arten erreichen ihre Wachstumsgrenze im sauren 
Bereich etwa bei py 4—5 (Hopxins u. Wann 1926; OstERLIND 1949, 
1950; KessLeR 1953b; LORENZEN 1958). Ausgesprochen saureresistente 
Organismen sind unter den Algen offenbar sehr selten. Lediglich die in 
neuerer Zeit naher untersuchte eigenartige, phycocyanhaltige Chloro- 
coccale Cyanidium caldarium GEITLER stellt eine bemerkenswerte Aus- 
nahme dar: Diese in heiBen, stark sauren Quellen vorkommende Alge 
zeichnet sich durch eine extreme Sdaureresistenz aus; ihr py-Optimum 
liegt bei po 2—3, und sogar in n-H,SO, ist noch Wachstum méglich 
(FuKupA 1958; ALLEN 1959). Auch einige Blaualgen und Diatomeen 
(Baas BEcKING u. Woop 1955) sowie Flagellaten (von Dacn 1943; Forr 
1956) erwiesen sich als sehr unempfindlich gegen hohe H-Ionenkonzen- 
trationen. 

Bei vergleichend-physiologischen Untersuchungen tiber die Nitrat- 
reduktion von Griinalgen fiel uns eine tiberraschend sdaureresistente 
Chlorella, Chlorella ellipsoidea, Stamm Marburg St, auf, die auch bei 
pu 2,5 noch ein erhebliches Wachstum zeigte (KESSLER 1953b). Im fol- 
genden soll iiber den EinfluB der H-Ionenkonzentration auf Wachstum 
und Stoffwechsel dieser Alge im Vergleich zu einer ,,normalen* Chlo- 
rella, Chlorella pyrenoidosa, Stamm EMERSON, berichtet werden. 


I. Methodik 


Versuchsobjekte waren der in Marburg isolierte Stamm S¢ von Chlorella ellip- 
soidea! (Nr. 211-1 D der Sammlung PrincsHEmM, Géttingen) und eine von EMERSON 
stammende Chlorella pyrenoidosa (Nr. 211-8 C der Sammlung PrinesHEem, Gottin- 
gen). Die Kultur der Algen erfolgte in dem von Prof. Prrson u. Mitarb. in Zusammen- 
arbeit mit der Firma F. Kniese, Marburg-Marbach, entwickelten Lichtthermostaten 
(Beschreibung und Abbildung bei Lorenzen 1959) im Dauerlicht (4000 Lux) bei 


1 Der gleiche Stamm wurde auch von BrsHop u. Garrron (1958) verwendet, 
jedoch irrtiimlich als Chlorella pyrenoidosa, Stamm Marburg St, bezeichnet. 
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20°C und Begasung mit Luft + 2°/) CO,. Wir verwendeten die bei KmssLer 
(1953a) angegebene Nahrlésung, deren Phosphatkonzentration jedoch bei Wachs- 
tumsversuchen im alkalischen pq-Bereich auf M/30 erhéht wurde. 

Zur Untersuchung der pq-Abhangigkeit des Wachstums stellten wir Nahrlésungen 
mit den gewiinschten py-Werten durch Mischung von primarem, sekundérem und 
tertiarem Phosphat her; die genaue Einstellung erfolgte dann unter Verwendung 
einer Glaselektrode mit Hilfe von verdiinnter H,PO, oder HCl bzw. NaOH-Lésung. 
Fiir Wachstumsmessungen oberhalb von py 6 setzten wir der Nahrlésung anstelle 
von FeSO, Eisen-Versenat zu, hergestellt aus Titriplex II (Athylendiamintetra- 
essigsiure) Merck nach der Vorschrift von OLSEN (1958). Die Kulturrdhren wurden 
mit je 1 ml einer Algensuspension beimpft, deren Zellzahl vorher ermittelt worden 
war. Die im Zuge des Wachstums auftretenden py-Verschiebungen glichen wir 
taglich durch Zusatz von verdiinnter Saéure bzw. NaQH-Lésung aus (Kontrolle mit 
der Glaselektrode); bei den alkalischen Lésungen muBte die Nachstellung des 
pu-Wertes~zweimal taglich vorgenommen werden. Vom 3.—5.Tag an verfolgten 
wir das Wachstum der Kulturen durch Bestimmung von Zellzahl (unter dem Mikro- 
skop mit der Zahlkammer nach THoma) und Trockengewicht (in Glasfiltertiegeln 
mit Asbestauflage). 

Fiir Stoffwechselmessungen wurden in normaler Nahrlésung (pq 6—6,5) kulti- 
vierte Algen abzentrifugiert und in Phosphatpuffern (4-10-?M) verschiedener 
Aciditaét suspendiert. Atmung und Photosynthese bestimmten wir in der tiblichen 
Weise manometrisch bei 20° C (vgl. Kesster 1953a). Die Photosyntheseversuche 
wurden bei Lichtsattigung (9000 Lux) unter einer Atmosphare von Luft + 5°/, CO, 
durchgefiihrt. Nitritbestimmungen bei der Untersuchung der Nitratreduktion 
erfolgten mit Grimss-ILosvays Reagens im Pulfrich-Photometer (vgl. KrssLer 
1953a). 


II. Experimentelle Ergebnisse 
1. Abhiingigkeit des Wachstums vom py-Wert 

Zunachst galt es, das Wachstum von Chlorella ellipsoidea und Chlorella 
pyrenoidosa in Abhingigkeit vom py-Wert genau zu bestimmen durch 
Messung von Zellzahl und Trockengewicht. Dabei wurde vor allem darauf 
geachtet, daB die wahrend des Wachstums auftretenden py-Verschiebun- 
gen so weit wie méglich ausgeglichen wurden. AuBerdem war zu beriick- 
sichtigen, daB bei Kulturversuchen im alkalischen Bereich Stérungen 
durch Ausfallung des Eisens der Nahrlésung auftreten kénnen (vgl. 
Hopkins u. WANN 1926; Wann u. Hopkins 1927; OLSEN 1958); wir 
haben deshalb bei den alkalischen Lésungen Eisen-Versenat als Fe- 
Quelle zugesetzt. Die Ergebnisse einer Anzahl von Wachstumsversuchen 
sind in Abb.1 zusammenfassend dargestellt. Bei Chlorella ellipsoidea 
setzt das Wachstum bereits bei py 2,0 ein und besitzt ein breites Optimum 
zwischen py 4 und py 8. Chlorella pyrenoidosa zeigt dagegen erst bei 
pu 3,5 eben beginnendes Wachstum und erreicht ihre optimale Ent- 
wicklung bei py 5—7. Fiir beide Algen liegt die Grenze des Wachstums 
auf der alkalischen Seite bei py 10. 

Bereits bei mikroskopischer Betrachtung der Kulturen ergibt sich 
eine auffallige Abhingigkeit der ZellgréBe vom py-Wert in dem Sinne, 
da das Zellvolumen an den Grenzen des Wachstumsbereiches zunimmt. 
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Der bei unseren Wachstumsmessungen ermittelte Quotient aus Trocken- 
gewicht und Zellzahl bestatigt dies. Wie die in Tab. 1 und 2 dargestellten 
Versuche zeigen, steigt das Trockengewicht der Einzelzelle bei beiden 
Chlorella-Stémmen an der jeweiligen Wachstumsgrenze im sauren Bereich 
erheblich an. In starker alkalischen Nahrlésungen kann die gleiche Er- 
scheinung beobachtet werden. Neben der allgemeinen VergréBerung des 
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Abb. 1. Wachstum (Zellzahl) von Chlorella ellipsoidea, Stamm Marburg St, und Chlorella pyrenoidosa, 
Stamm EMERSON, in Abhingigkeit vom pu-Wert der Naihrlésung. Versuchsdauer 10 Tage 


Tabelle 1. Trockengewicht Tabelle 2. T'rockengewicht 


der Zellen von Chlorella der Zellen von Chlorella 
ellipsoidea bei Kultur in pyrenoidosa bei Kultur in 
Ndhrlésungen mit ver- Nahrlosungen mit ver- 
schiedenem py- Wert. schiedenem py-Wert. 
Kulturdauer 8 Tage Kulturdauer 9 Tage 
Milligramm | Milligramm 
pu | Trockensubstanz/ Du Trockensubstanz/ 
| 10° Zellen | 10° Zellen 
2,5 2,6 4,0 | 7,3 
3,0 1,8 5/04 4,2 
5,0 |. 1,3 6,0 | 4,3 


Zellvolumens ist an der sauren und der alkalischen Grenze des Wachs- 
tumsbereiches beider Algen auch das Auftreten von zahlreichen morpho- 
logisch abnormen Riesenzellen bzw. Aggregaten nicht voneinander 
getrennter Tochterzellen festzustellen. Ahnliche, auf eine Hemmung der 
Zellteilung an den py-Grenzen des Wachstums hindeutende Beobachtun- 
gen hatten wir friiher bereits bei Ankistrodesmus braunii in stérker 
sauren Nahrlésungen gemacht (KussLer 1953b). Auch bei Pilzen ist die 
Bildung von Riesenzellen in Medien mit hoher H-Ionenkonzentration - 
offenbar weit verbreitet (vgl. WEHMER 1913; DRAWERT u. MULLER 1953; 
dort weitere Literaturangaben). 

Normalerweise brachen wir die Wachstumsversuche nach etwa 


9—11 Tagen ab, weil dann die Kulturen im optimalen py-Bereich zu 
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dicht wurden. Unter diesen Bedingungen zeigte Chlorella ellipsoidea bei 
px 2,0 ein minimales, gerade noch erkennbares Wachstum. Bei der 
Ausdehnung eines Versuches iiber einen langeren Zeitraum machten wir 
jedoch die Beobachtung, daB in den Kulturen mit py 2,0 nach etwa 
14 Tagen ziemlich plétzlich lebhaftes Wachstum einsetzte, obwohl der 
pu-Wert vollkommen konstant gehalten worden war. Nach den ahn- 
lichen Erfahrungen von Prrson u. KELLNER (1952) und KELLNER (1955) 
mit Rubidium- und _ Kupfer- 


oy | Kulturen von Ankistrodesmus 
_ | | | | te | | braunii lag die Vermutung nahe, 
E : daB es sich auch hier um eine Ad- 
50 i he Gd bake aptationserscheinung handelt (vgl. 
ifn auch Surirr 1954: CHORNEY u. 
E wh va | Mitarb. 1960). Um diese Frage zu 
~ / 
: / 
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Abb.2. Wachstum normaler und Saure-adaptierter normal 
Chlorella ellipsoidea in Niihrlésung von pn2,0 adaptiert 


113"y/"s0 ) 30 se 
55 | 55 | 53 | 48 


klaren, wurden gleiche Mengen normaler und bei py 2,0 vorkultivierter 
Algen in Nahrlésung von py 2,0 eingeimpft. Es ergab sich dabei, daB die 
in stark saurer Losung herangewachsenen Algen von Anfang an im 
Wachstum weit iiberlegen und somit offenbar an die extrem hohe 
H-Ionenkonzentration adaptiert sind (Abb. 2). Bemerkenswert und 
durchaus mit den Erfahrungen der genannten Autoren iibereinstimmend 
ist auch die Beobachtung, da die ZellgréBe der nicht adaptierten Algen 
bei py 2,0 sehr stark erhéht ist und im Laufe der Zeit allmahlich etwas 
herabreguliert wird, waihrend die Zellen der adaptierten Kultur von 
vornherein viel kleiner sind (Tab.3). Ganz entsprechende Adaptations- 
phanomene wurden auch mit Chlorella pyrenoidosa bei py 3,5 gefunden. 


2. Abhadngigkeit der Atmung vom py-Wert 


Bei Untersuchungen iiber die Wirkung der H-Ionenkonzentration auf die 
Atmung ist zu beachten, daB bei manchen Algen eine py-abhangige Anhaufung von 
Nitrit bei der Nitratreduktion zu erheblichen Atmungssteigerungen im sauren 
Bereich fiihren kann (KEssLER 1953a,b). Um derartige Erscheinungen, die nur 
indirekt mit der H-Ionenkonzentration zu tun haben, auszuschalten, haben wir 
simtliche Versuche in nitratfreiem Phosphatpuffer durchgefiihrt. 


Hoe Ve 


eure UZ 


Stdz.mg 


Std z.mg 


Untersuchungen an einer ungewohnlich saureresistenten Chlorella 249 


Untersucht man die Atmung von Chlorella ellipsoidea und Chlorella 
pyrenotdosa bei verschiedenen py-Werten, so ergibt sich das in Abb.3u. 4 
dargestellte Resultat. Bei beiden Organismen kommt es zu einer mit 
steigender H-Ionenkonzentration zu- 
nehmenden Erhéhung des respira- 
torischen O,-Verbrauches, wie dies 


Abb. 4. Respiratorischer O,-Verbrauch von Chlorella 
pyrenoidosa in Phosphatpuffer bei verschiedenem 


2 7420| nach den Ergebnissen von EMERSON u. 
7425| GREEN (1938) und Kessier (1953a,b) 
7147} zu erwarten wart. Der Umfang der 
=A Atmungssteigerung ist jedoch bei 
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Abb. 5. Atmung von Chlorella ellipsoidea 
und Chlorella pyrenoidosa in Abhiangig- 


pu- Wert. 9,0 mg Trockensubstanz je GefaB keit vom pu-Wert. Versuchsdauer 12 Std 


ellipsoidea. Dieser Unterschied zwischen beiden Organismen kommt noch 
klarer zum Ausdruck bei der in Abb.5 gegebenen zusammenfassenden 
Darstellung der Ergebnisse aller unserer Atmungsversuche. 


3. Abhingigkeit der Photosynthese vom py-Wert 


Schon die Versuche von EMERSON u. GREEN (1938) hatten gezeigt, dah 
die H-Ionenkonzentration nur in sehr geringem Ma8e die photosynthe- 
tische Leistung von Algen beeinflu8t. Dies trifft auch fiir. unsere beiden 
Chlorella-Stimme zu (Tab.4 u. 5). Bei Chlorella pyrenoidosa ist bei 


1Jm Hinblick auf andersartige Ergebnisse von STEEMANN NIELSEN (1955) sei 
betont, daB die von uns gefundenen Atmungssteigerungen in allen Versuchen auf- 
traten und sich tiber viele Stunden erstreckten. 
17* 
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dreistiindigen Photosyntheseversuchen im Bereich von px 2,0—4,0 
iiberhaupt kein EinfluB der Aciditat festzustellen, wahrend sich bei 


Tabelle 5. Photosynthese von 


Tabelle 4. Photosynthese von Chlorella Chlorella pyrenoidosa in Phos- 
ellipsoidea in Phosphatpuffer bei py 2,0 und phatpuffer bet px 2,0 und PH 4,0. 
pu 4,0. 1,2 mg Trockensubstanz je Gefap 1,1 mg Trockensubstanz je Gefap 
Photosynthese 
Photosynthese (mm?*O,/Std/mg 
(mm*O,/Std/mg 
te Trockensubstanz) pu Tinckenanbetaes’ 
1.Sta | 28ta | 3. Std 1.Std | 2.u.3. Std 
2,0 75 59 58 2,0 83 83 
4,0 66 69 67 4,0 89 84 
fe Chlorella ellipsoidea eine sehr gering- 
: igi ind der photo- 
Chhor. pyrencidosa baa" OES Bo pe P 20 
93 100 ee ===————~ synthetischen Leistung bei py 2, 
s Chlor. ellipsoidea ergab (Abb.6). 
S 
aS 
ed 1 4. Abhiingigkeit der 
< Nitratreduktion vom py-Wert 
ON - 7, Hn Der Einflu8 der H-Ionenkonzen- 


40 
Py-Werr — tration auf Nitrat- und Nitritreduk- 
Abb.6. Photosynthese von Chlorella ellipsoidea tion von Chlorella ellipsoidea wurde 
und Chlorella pyrenoidosa in Abhangigkeit bereits friither eingehend untersucht 
vom pu- Wert. Versuchsdauer 3 Std a 5 

(KEssLER 1953b). Das Ergebnis war, 
daf es bei dieser Alge im sauren py-Bereich unter normalen, aeroben 
Bedingungen niemals zu einer an Nitritanhéufung erkennbaren Stérung 
der Nitratreduktion kommt. Es war somit jetzt nur noch das Verhalten 


Tabelle 6. Reduktion von. Nitrit im Dunkeln durch Chlorella pyrenoidosa bei 
verschiedenem py-Wert (Phosphatpuffer). 
0,5 mg Trockensubstanz je Milliliter 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


anfangs | nach 2 Std nach 4 Std nach 6 Std | nach 8 Std 
3,0 6,0-10-5 | 1,8- 10-5 1,1-10-5 | 0,4-10-5 0 
4,0 6,0 - 10-5 1,1- 10-5 0,5. 10-5 0 0 
5,0 6,0+ 10-5 2,8 - 10-5 1,9- 10-5 1,4-10-5 0,8 - 10-5 
6,0 6,0 + 10-5 3,7 - 10-5 3,2- 10-5 2,5- 10-5 1,8- 10-5 


der Nitrat- und Nitritreduktion von Chlorella pyrenoidosa zu priifen. 
Wird die Reduktion von Nitrit durch diese Alge im Dunkeln in Phos- 
phatpuffern verschiedener Aciditat untersucht, so ergibt sich ein Optimum 
bei pu 4 (Tab.6). Oberhalb und unterhalb dieses py-Wertes erfahrt die 
Nitritreduktion eine deutliche Verzégerung. In nitrathaltiger N ahrlosung 
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(8 - 10-°M KNO,) im sauren py-Bereich durchgefiihrte Versuche zeigen, 
daf bei Chlorella pyrenoidosa bei py 3—5 im Dunkeln eine allerdings 
nicht sehr intensive Anhaéufung von Nitrit stattfindet (Tab.7). Auch sie 


Tabelle 7. Nitritanhdufung durch Chlorella pyrenoidosa im Dunkeln in Nitrat- 
Néhrlésung bei verschiedenem py-Wert in An- und Abwesenheit von Sauerstoff. 
Versuchsdauer 23 Std. 0,9 mg Trockensubstanz je Milliliter 


Nitritkonzentration (Mol/Liter) 


PH 

Luft | N 
3,0 0,3 - 10-5 0 
4,0 1,4 - 10-5 0,6 - 10-5 
5,0 1,0- 10-5 peGkbownee 


erreicht ihr Maximum bei py 4. Daraus mu8B man den SchluB ziehen, 
daB auch die Reaktion Nitrat — Nitrit inr Optimum bei diesem py-Wert 
hat. Unter anaeroben Bedingungen ist die Nitritausscheidung noch 
geringer (Tab.7). 
Il. Diskussion 

Die Algen der Gattung Chlorella, von Physiologen und Biochemikern 
vielfach als Versuchsobjekte verwendet, gelten allgemein als besonders 
resistent gegeniiber den verschiedenartigsten AuBenfaktoren. Das haben 
auch unsere Untersuchungen iiber den Einflu8 der H-Ionenkonzen- 
tration auf zwei Chlorella-Stéamme bestatigt. Der Wachstumsbereich der 
nicht besonders saureresistenten Chlorella pyrenoidosa (Stamm EMER- 
son) erstreckt sich immerhin iiber 6,5 py-Stufen, von py 3,5—10!. Die 
friiher (KessLeR 1953b) bereits als auBergewohnlich unempfindlich 
gegeniiber H-Ionen erkannte Chlorella ellipsoidea (Stamm Marburg St) 
vermag demgegeniiber im gesamten Bereich von pq 2,0—10 zu wachsen 
und weist damit eine erstaunliche Toleranz auf. Noch deutlicher wird 
der Unterschied zwischen beiden Organismen, wenn man die Bereiche 
guten Wachstums (Wachstumsleistung > 50°/, des Optimalwertes) 
vergleicht: Sie erstrecken sich bei Chlorella pyrenoidosa iiber 3,7 pu- 
Stufen (px 4,2—7,9), bei Chlorella ellipsoidea dagegen tiber 6,2 py-Hin- 
heiten (py 2,9 —9,1). Trotz ihrer groBen Saureresistenz kann man Chlorella 
ellipsoidea jedoch nicht als einen ausgesprochen acidophilen Organismus 
bezeichnen; denn ihr Optimum befindet sich bei etwa py 5. Sie unterscheidet 
sich damit grundlegend von dem extrem acidophilen Cyanidium caldarium, 
dessen Wachstumsoptimum bei py 2—3 liegt (FuKuDA 1958). 

Worin die letzten Ursachen fiir die unterschiedliche Saureresistenz der 
von uns untersuchten Algen bestehen, dariiber kann und soll diese Arbeit 


1 Zum Vergleich sei erwahnt, daB die von HopKins u. WANN (1926) sowie WANN 
u. Horxrys (1927) untersuchte Chlorella zwischen py 3,4 und py 8,4 wuchs. Fir 
zwei von uns friiher verwendete Chlorella-Staémme lag die Grenze des Wachstums 
im sauren Bereich bei py 4,5 bzw. px 5,0 (KESSLER 1953b). 
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nichts aussagen. Vermutlich wird man sie in einer verschiedenartigen 
Beschaffenheit der Plasmagrenzschichten suchen miissen. Ziel und 
Aufgabe unserer Untersuchungen war es vielmehr, die stoffwechsel- 
physiologischen Eigentiimlichkeiten von Algen mit verschieden groBer 
Sdureresistenz herauszuarbeiten. Vor allem war dabei von Interesse, 
welche Prozesse bei zu hoher Aciditaét des AuBenmediums Stérungen 
erleiden und dadurch gegebenenfalls die Wachstumsgrenze im sauren 
Bereich beeinflussen. 


Die Photosynthese erwies sich bei beiden Chlorella-Arten als auBerst 
siureresistent. Im Bereich von py 2,0—4,0 war kein nennenswerter 
EinfluB der H-Ionenkonzentration festzustellen, ein Resultat, das den 
Ergebnissen friiherer Untersuchungen von EMERSON u. GREEN (1938), 
STEEMANN NIELSEN (1947, 1952) und OUELLET u. BENSON (1952) 
entspricht. Offenbar sind im allgemeinen die Chloroplasten besonders gut 
gegen den Hinflu8B der H-Ionenkonzentration des AuBenmediums ge- 
schiitzt. In diesem Zusammenhang sei jedoch erwahnt, daB der zu den 
nicht besonders séureresistenten Algen gehdrende Ankistrodesmus 
braunii (Grenze des Wachstums bei pa 4,5: Kesster 1953b) unterhalb 
von px 4 einen deutlichen Abfall der photosynthetischen Leistung zeigt 
(KesstER 1953a). GroBe Unterschiede in der px-Abhangigkeit der 
Photosynthese von Fontinalis-Arten mit verschieden starker Sdaure- 
resistenz wurden auch von STEEMANN NIELSEN (1952) beobachtet. 


Sehr ausgepraégt ist der Unterschied zwischen unseren beiden Chlo- 
rella-Stammen hinsichtlich des Verhaltens der Atmung. Der respira- 
torische O,-Verbrauch von Chlorella ellipsoidea steigt bei py 2,0 im 
Vergleich zu px 4,0 nur um etwa 25°/, an. Bei der weniger saiureresistenten 
Chlorella pyrenoidosa findet dagegen eine Steigerung um etwa 120°/, 
statt; ahnlich verhalt sich auch Ankistrodesmus braunii in Nitrat- und 
Nitrit-freien Lésungen verschiedener Aciditét (KmssLer 1953a). Infolge 
der starken Erhéhung der Atmung gestaltet sich somit die Stoffbilanz 
dieser Algen im stirker sauren Bereich ungiinstiger als bei der resistenten 
Chlorella ellipsoidea. 


Weiterhin unterscheiden sich unsere beiden Chlorellen auch im Ver- 
halten der Nitratreduktion. Wahrend bei Chlorella ellipsoidea unter 
aeroben Bedingungen niemals eine Anhiufung von Nitrit stattfindet 
(KessLeR 1953b), kommt es bei Chlorella pyrenoidosa im sauren Bereich 
zu einer Ausscheidung von Nitrit als Ausdruck einer Stérung der Nitrat- 
reduktion; fiir Ankistrodesmus braunti gilt das gleiche in viel stirkerem 
MaBe (KrssLur 1953a). 


Neben den genannten Stérungen des Stoffwechsels bei hohen H-Ionen- 
konzentrationen ergaben sich im Verlauf unserer Untersuchungen noch 
zwei weitere Gesichtspunkte, die fiir die Frage nach den Ursachen der 
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Wachstumsgrenzen von Algen wichtig sind. Es zeigte sich naémlich 
sowohl an der sauren als auch an der alkalischen Grenze eine auffallige 
Vergr6éBerung von Volumen und Trockengewicht der Einzelzelle, 
haufig verbunden mit der Bildung unvollkommen getrennter_,,Zell- 
kolonien**. Daraus geht hervor, daf unter diesen extremen Bedingungen die 
Zellteilung gehemmt wird, wihrend die viel unempfindlichere Substanz- 
produktion weiterlauft. Bei dem im Vergleich zu Chlorella morphologisch 
etwas starker differenzierten Ankistrodesmus hatten wir friiher bereits 
das Auftreten stark vergréBerter, abnorm geformter und wahrscheinlich 
mehrkerniger Zellen in stérker sauren Nahrl6sungen beobachtet (Kuss- 
LER 1953b). 

Der in Abb.2 dargestellte Versuch zeigt schlieBlich, daB auch Adap- 
tationserscheinungen bei der Séureresistenz von Algen eine Rolle spielen; 
denn bei px 2,0 (Chlorella ellipsoidea) baw. py 3,5 (Chlorella pyrenoidosa) 
vorkultivierte Zellen wachsen nach Ubertragung in Lésungen der 
gleichen Aciditat viel schneller als Algen, die in normaler Nahrlésung bei 
etwa px 6 herangezogen worden sind. Diese Beobachtung entspricht der 
in den letzten Jahren mehrfach gemachten Erfahrung, da8 einzellige 
Griinalgen, ahnlich wie viele Bakterien und Pilze, zur Adaptation an 
ungiinstige AuBenbedingungen in hohem MaBe befahigt sind [HERVEY 
(1949) fiir Chrom-Ionen; Prrson u. KELLNER (1952) sowie KELLNER 
(1955) fiir Rubidium- und Kupfer-Ionen; Surirr (1954) fiir Selen-Ver- 
bindungen; Crespi u. Mitarb. (1959) sowie CHoRNEY u. Mitarb. (1960) 
fiir schweres Wasser]. Prrson u. KELLNER (1952) und KELLNER (1955) 
sowie SHRIFT (1954) konnten nachweisen, da die von ihnen beschriebene 
Erhéhung der Resistenz gegen Rubidium und Kupfer bzw. gegen Selen 
hochstwahrscheinlich auf Mutation und Selektion beruht. Von Interesse 
ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, da die von uns ge- 
fundene Saéure-Adaptation mit einer Normalisierung der Zellgr6éBe ver- 
bunden ist; auch in dieser Beziehung verhalt sie sich wie die 
Adaptationen an Rubidium und Kupfer (Prrson u. KELLNER 1952; 
KeEtuner 1955), Selen (Surirr 1954) und D,O (Crespr u. Mitarb. 1959; 
CHORNEY u. Mitarb. 1960). 

Insgesamt zeigen also unsere Untersuchungen, da es an der Grenze 
des Wachstumsbereiches von Algen zu Hemmungen der Zellteilung und 
mannigfachen Stérungen wichtiger Stoffwechselprozesse, wie Atmung, 
Nitratreduktion und Photosynthese, kommen kann. Neben diesen hier 
im einzelnen nachgewiesenen Faktoren spielt sicherlich auch die Frage 
der CO,-Versorgung (vgl. SrpEMANN NIELSEN 1944, 1947, 1952; OSTERLIND 
1949, 1950, 1951) sowie die Mineralsalzaufnahme (vgl. OLSEN 1953, 1958) 
eine wesentliche Rolle beim Zustandekommen der Wachstumsgrenzen von 
Algen, ganz abgesehen von unspezifischen Schaédigungen plasmatischer 
Proteine im stirker sauren und stirker alkalischen py-Bereich. 
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Summary 


The influence of the hydrogen-ion concentration on the growth and 
metabolism of a highly acid-resistant green alga, Chlorella ellipsoidea 
(strain Marburg St), was studied. Chlorella pyrenoidosa (KMERSON strain) 
served as a “normal” control organism. Growth of Chlorella ellipsoidea 
occurs in the entire range from py 2.0 to pp 10, whereas for Chlorella 
pyrenoidosa the limits were found to be py 3.5 and px 10. Respiration is 
much less sensitive to hydrogen-ion concentration in the acid-resistant 
as compared to the normal strain. Thus an increase in acidity from 
pu 4.0 to px 2.0 increases the respiratory oxygen uptake by 120°/) in 
Chlorella pyrenoidosa and by 25°/, in Chlorella ellipsoidea. In addition, 
only the less resistant Chlorella pyrenoidosa shows an accumulation of 
nitrite in the dark in acid culture media, indicating a disturbance of the 
normal course of nitrate reduction under these conditions. On the other 
hand, the rate of photosynthesis of both organisms was found to be 
almost independent of acidity between py 4.0 and py 2.0. At the acid 
and alkaline limits of growth in both algae, an inhibition of cell division 
leads to an increase of cell size and dry weight per cell, frequently 
connected with the occurrence of bizarre giant cells.—In addition, 
adaptation phenomena were found to play a role in determining the 
acid limit of growth. Cells of Chlorella ellipsoidea, after inoculation from 
normal medium (py about 6) into a solution of py 2.0, begin growth at a 
high rate only after a lag of about two weeks. Cells grown previously in 
an acid medium, however, immediately resume growth upon inoculation 
into a medium of py 2.0. This adaptation involves a considerable re- 
duction of cell size. 
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Zur Physiologie der Kupferwirkung auf Conidien 
von Fusarium decemeellulare (Brick) 
I. Mitteilung 


Von 
R. TROGER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 5. August 1960) 


In friiheren Mitteilungen (TROGER 1956, 1957, 1960a u. 1960b) wurde 
von Versuchen berichtet, die entweder das Metallbinden der Fusarium- 
Conidien aus Kupfersalzlésungen und basischen Cu-Ca-Verbindungen 
behandelten oder sich mit dem Metallnachweis in der metallvergifteten 
Conidie beschaftigten. Gleichfalls ist tiber die Verhaltnisse geschrieben 
worden, die mit der Affinitaét der Conidiensubstanz zum Metall zusammen- 
hangen, wobei Vergleichsstudien mit organischen Kupferkomplex- 
bildnern die auBerordentlich groBe Metallaffinitat der Oberflaiche und 
Substanz der Conidien von Fusarium decemcellulare aufzeigten. 1958 
sind weiterhin Versuchsergebnisse ver6ffentlicht worden, die sich mit 
dem Wirken des Cu, das von den Conidien aufgenommen wurde, in 
der Spore beschaftigten. Damals konnte festgestellt werden, daB kupfer- 
vergiftete Conidien des Versuchspilzes betrachtliche Mengen verschiede- 
ner Aminoséiuren an das umgebende Substrat abgaben. Diese Amino- 
siuren wurden dabei — wie eindeutig festgestellt werden konnte — erst 
von der vergifteten Zelle abgegeben, was der ,,Selbstmordthese‘‘ der 
Cu-Fungicidwirkung widerspricht. 

Ohne da damals auf die Besonderheiten der Aminosiureabgabe der 
kupfervergifteten Conidien naher eingegangen wurde, konnte gefolgert 
werden, daB die Conidien durch den Aminosaureverlust Schaden erleiden. 

In der nachfolgenden Abhandlung werden Versuche beschrieben, die 
sich mit den Problemen der Kupferwirkung in der Zelle beschaftigen, 
wobei dem AusstoB des ,,Aminosadure-Pools* bei kupfervergifteten 
Conidien des Versuchspilzes besondere Aufmerksamkeit geschenkt wird. 


Material — Methoden 


Die Anzucht des Versuchspilzes Fusarium decemcellulare (Brick) und die Ge- 
winnung von Sporenmaterial fiir die Versuche ist schon ausfithrlich beschrieben 
worden (TROGER 1958). 

Alle Glasgerate bestanden aus Jenaer Geraiteglas 20 und wurden mit KOH bzw. 
HCl und Aqua dest. gereinigt. 
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Die Chemikalien waren analysenrein und wurden von der Laborchemie Apolda 
bzw. Berlin sowie von Merck, Riedel-de Haen und Schuchardt bezogen. 

Fiir das Trennen der Aminosiure-Gemische wurden papierchromatographische 
Methoden verwendet. Eindimensionale Trennungen wurden mit Tsobutylalkohol- 
Hisessig-Wasser (4:1:1) ausgefiihrt. Fiir die zweidimensionalen Trennungen ist in 
der ersten Laufrichtung wassergesittigtes Phenol mit einer Spur KCN und in der 
zweiten Richtung das eben angegebene Isobutanolgemisch benutzt worden. 

Als Papier kam Schl. & Sch. 2043b zur Anwendung. 

Die Aminoséuren wurden mit Ninhydrin (0,4°/,ige Losung von Ninhydrin in 
93 Volumina wassergesattigtem Isobutanol mit sieben Volumina Eisessig) in der 
tblichen Weise nachgewiesen. Zur Identifizierung der Aminosauren wurden bekannte 
Aminosaéuregemische aus Reinsubstanzen, in 25°/, Isopropanol gelést, auf den 
Papierbégen eindimensional mit getrennt. 

Der Nachweis des Kupfers in den Conidien wurde mittels Diphenylcarbazon 
bzw. Na-diathyldithiocarbamat (TR6GER 1956, 1957 u. 1960a) gefiihrt. 

Die cH*-Messungen erfolgten mit Indical-Streifen der Firma Berlin-Chemie. 


Ergebnisse 

Unter normalen Bedingungen werden Aminoséuren aus Conidien nur 
bei der Autolyse frei, oder es handelt sich bei den Exkreten um echte 
Stoffwechselprodukte, die fiir die lebende Conidie Ballaststoff darstellen. 
Schon 1958 ist darauf hingewiesen worden (TROGER 1958), da’ bei 
Conidien schwerwiegende Sto6rungen des EiweiBstoffwechsels erfolgen, 
wenn die Sporen den ,,Aminosaure-Pool“, also die sogenannten freien 
Aminosauren, auf irgend eine Art verlieren. Die essentiellen Amino- 
sduren des EiweiBum- und -aufbaues stehen dem Stoffwechsel nicht 
zur Verfiigung, woraus sich schon fiir das stérende Prinzip ein fungi- 
statisches, wenn nicht fungicides Wirken ableiten leBe. 

Zum Verstandnis des toxischen Wirkens mu es nun wertvoll sein zu 
wissen, wann, also nach wieviel Minuten Kupfereinwirkung, von der 
metallbeeinfluBten Spore die Aminosauren abgegeben werden. Geschieht 
dies sofort bei der Kupferadsorption durch die Zellwand, oder sind zum 
Umstellen des Stoffwechsels bzw. fiir die Permeabilitatsinderungen der 
Zellwand langere Zeiten notwendig? DaB Permeabilitatsanderungen der 
Zellwand bei der Aminosaureabgabe stattgefunden haben, muB an- 
genommen werden, da ja die gesunde Zelle — wie Versuche gezeigt 
hatten (TROGER 1958) — unter normalen Bedingungen keine Amino- 
sduren in das Suspensionsmittel abgab. 


Beziiglich dieser Fragen ist folgender Versuch angesetzt worden: Conidien wurden 
10 Tage alten Anzuchten entnommen und in iiblicher Weise gewaschen, resuspen- 
diert und mit Kupfersulfat behandelt. Die Giftmenge war so bemessen, dafi alles 
Kupfer von den Conidien der eingestellten Suspension aufgenommen werden konnte 
(12 y Cu/ml bei 5 - 10° Conidien/ml). Sofort nach der Kupfergabe ist die Suspension 
auf mehrere GefaifBe gleichmafig verteilt und bei 26°C im Thermostaten bebriitet 
worden. Als Kontrolle standen Conidien derselben Suspension aber ohne Kupfer- 
zusatz im Brutschrank. Um nun zu ermitteln, wie lange das Metall auf die Conidien 
einwirken mu8, bis Aminosiuren im Suspensionsmittel nachgewiesen werden 
konnen, wurden die einzelnen Anteile der kupferbehandelten Conidiensuspension 
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zu verschiedenen Zeiten — nach 2, 5, 10, 30 min, 1, 2, 3 und 7 Std — aus dem 
Brutschrank genommen und getrennt filtriert (G4). Die einzelnen Filtrate (20 ml) 
dunsteten bei 60°C im Trockenschrank ein. Der Riickstand jeder Suspensions- 
fliissigkeit wurde anschlieBend in jeweils einem ml 25°/jigem Isopropanol auf- 
genommen und davon 0,05 ml auf Chromatogramme aufgetragen. Zum Trennen 
des Stoffgemisches ist sowohl nach der ein- als auch nach der zweidimensionalen 
Methode gearbeitet worden (Butanol: Eisessig: Wasser, 4: 1:1; bzw. Phenol, wasser- 
gesittigt, mit einer Spur KCN und das Butanolgemisch). Die Aminoséuren wurden 
mit Ninhydrin auf dem trockenen Chromatogramm nachgewiesen. Die Ergebnisse 
des Versuches sind in der Tab. 1 zusammengefabt. 
Tabelle 1. Aminostiurebestimmung im Suspensionsmittel bei verschieden langer 
Kupfereinwirkung auf Conidien von Fusarium decemcellulare 
(12 y Cu/ml bei 5 - 10° Conidien/ml) 
Zeitraum des | 


eee 10m so nina sid Vesey eee 
Wirkens von 
Kupfer 


imin | 2min | 5min 7 Std 


Nachweis von | | 


Aminosauren 
im Suspensions- 
mittel 


| ~ 


Wie aus der Tab.1 ersichtlich, sind erst 3 Std nach Beginn des toxi- 
schen Wirkens von Kupfer Aminosauren von den Conidien in das Suspen- 
sionsmittel abgegeben worden. Wirkte dagegen das Kupfer nur 2 Std 
ein, so wurde im Suspensionsmittel noch keine Aminoséure gefunden. 
Werden die Zeiten bis zum positiv ausfallenden Kupfernachweis [Kon- 
trollversuch mit einer kleinen Menge Sporen aus dem Ansatz (TROGER 
1956 u. 1960a)] in gekupferten Conidien mit den Zeiten verglichen, die 
bis zum Abscheiden der Aminosduren aus metallbehandelten Sporen 
festzustellen waren, so ergab sich eine bemerkenswerte Parallele. Erst 
3 Std nach der Kupfereinwirkung konnte mittels Indicator das Kupfer 
in den Conidien nachgewiesen werden, und 3 Std nach Beginn des 
toxischen Wirkens von Kupfer auf die Conidien von Fusarium decem- 
cellulare scheiden diese Aminosdiuren aus. Beide Erscheinungen sind 
somit vermutlich miteinander gekoppelt. Die Ergebnisse weiterer Ver- 
suche deuten in diese Richtung. 

Mit einem weiteren Versuch sollte festgestellt werden, iiber welche 
Zeitspanne von den gekupferten Conidien Aminosiiuren in das Suspen- 
sionsmittel diffundieren. 

Fur diese Fragestellung sind gekupferte Conidien (Methodik wie im vorigen 
Versuch) vom Suspensionsmittel mittels Filtration getrennt und wieder in Aqua 
dest. resuspendiert worden. Das Filtrat wurde — wie iiblich — weiter verarbeitet 
und auf Aminoséuren gepriift. Die resuspendierten Conidien blieben 4 Std in Aqua 
dest., anschlieBend ist wieder filtriert und resuspendiert worden. Die Conidien 


standen also nun schon 8 Std unter dem EinfluB des zugegebenen Kupfers. Nach 
weiteren 16 Std wurden die mit Aqua dest. wiederum versetzten Conidien erneut 
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vom Suspensionsmittel getrennt und danach 10 Std in frisch zugegebenem dest. 
Wasser suspendiert. Nach Ablauf dieser Zeit ist nochmals filtriert worden, und ein 
letztes Mal kamen nun die Conidien in frisches dest. Wasser. Dort verblieben sie 
weitere 20 Std. Das Filtrat der Suspension wurde, wie alle anderen, eingedunstet 
und der Riickstand fiir die Aminosiurebestimmungen verwendet. Tab.2 gibt 
das Ergebnis dieses Versuches wieder. 


Es hat sich somit gezeigt, daB die gekupferte Conidie nur wahrend 
eines bestimmten Zeitabschnittes Aminosiduren an das Suspensions- 
mittel abgibt. Die Aminosauren scheinen somit aus dem sogenannten 


Tabelle 2. Aminosdurebestim mun im Suspensionsmittel bet verschieden langer 
gq 
Kupfereinwirkung auf die Conidien von Fusarium decemcellulare 


Die Zeiten, nach | 
denen im Filtrat 
der Suspension 4 Std 8 Std 20 Std 30 Std 50 Std 
auf Aminosiiure 
gepriift wurde 


Aminosaure- + | 
nachweis — ate | Se oh — 
| =i | aie 


, Pool zu stammen, denn nur ein mengenmabig festgelegter Vorrat 
kann sich erschépfen. Wiirden die Aminoséuren vom Kupfer aus dem 
Protein des Plasmas herausgelést, dann diirfte die Aminosdureabgabe 
der Conidien nicht so bald versiegen. 

Bei den Untersuchungsergebnissen, die 1958 verdffentlicht wurden, 
waren eine ganze Anzahl von verschiedenen Aminosduren genannt 
worden, die damals mittels papierchromatographischer Methoden im 
Gemisch identifiziert werden konnten. Bei Untersuchungen mit groBeren 
Mengen des Filtrates wurde nun noch Prolin, Methionin, Tryptophan 
und Phenylalanin gefunden. Zwei weitere ninhydrinpositive Flecke auf 
den Chromatogrammen konnten noch nicht eindeutig identifiziert werden. 

Gleichzeitig neben diesem Ansatz sind in einem Kontrollversuch auch 
die Exkrete der Conidien untersucht worden, die nicht mit Kupfer ver- 
setzt wurden, sonst aber den gleichen Bedingungen ausgesetzt waren. 
Wahrend der Versuchsdauer konnten dabei lediglich winzige Mengen 
Glutaminsdure im Suspensionsmittel aufgefunden werden. 

Der Aminosaure-Pool der ungekupferten Zelle wurde ebenfalls ana- 
lysiert, indem die normalen Conidien mittels 75°/,igem C,H;OH extra- 
hiert wurden. Die Extrakte sind, wie im vorigen Versuch beschrieben, 
verarbeitet worden; dabei fanden sich die eben genannten Aminosauren 
zuzuglich Tyrosin. 

Es sind auch Versuche angestellt worden, bei denen die Filtrations- 
riickstiinde hydrolysiert wurden. Durch die HCl-Hydrolysen konnten 
keine neuen Aminoséuren aufgefunden werden. Proteine und. Peptide 
sind also von den gekupferten Conidien nicht ausgeschieden worden. 
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Mit weiteren Versuchen war nun zu priifen, wie die Conidien auf 
basisches Kupfer reagieren, da in der Pflanzenschutzpraxis Kupfer- 
sulfat als Fungicid nicht verwendet wird. Wenn die Conidien mit Bor- 
deaux-Briithe versetzt werden, so wirkt nicht nur das Kupfer auf die 
Conidien, auch vom Calcium miiBte ein Beeinflussen des Conidienstoff- 
wechsels zu erwarten sein. Im Versuch wurden die Conidien deshalb 
einerseits mit Bordeaux-Briihe, anderer- 
seits nur mit Calciumhydroxyd bzw. 
KOH behandelt. Die cH* der Suspen- 
sionen ist so eingestellt worden, da 
die Conidien in allen Versuchen der 
gleichen Alkalitaét ausgesetzt waren. 
Nachdem die Chemikalien 5 Std auf 
die Conidien eingewirkt hatten, wurde 
abfiltriert und das Filtrat auf Amino- 
sauren untersucht. Abb. 1 zeigt ein 
Chromatogramm, in dem unter J das 
Filtrat der mit KOH, bei J/ das Filtrat 
mit Calciumhydroxyd, unter /// das 
Filtrat der von  Bordeaux-Briihe 
(10 y Cu/ml) und bei ZV das Filtrat von 
Kupfersulfat (10 y/ml) behandelten 
Conidien aufgetragen wurde. 

Es hat sich somit gezeigt, daB die 
Bordeaux-Briihe in ahnlicher Weise 
wie das Kupfersulfat auf die Conidien 
von Fusarium decemcellulare wirkte. 


a 
. 2 at t.- 


Abb. 1 


Chromatogramm der von Fusarium-Coni- 
dien ausgeschiedenen ninhydrinpositiven 
Substanzen, die mittels eindimensionaler 
Methodik getrennt wurden, Lésungsmittel: 
Butanol/Hisessig/H,O (4:1:1). J Filtrat der 
KOH-behandelten Conidien; JJ Filtrat der 


Auffallend war aber, da auch Calcium- 
hydroxyd allein Aminosaéuren aus den 
Conidien freizusetzen vermochte. Im 
besonderen Mabe waren die im Butanol- 


Ca(OH),-behandelten Conidien; 77J Filtrat 
der Bordeaux-Briihe-behandelten Conidien ; 
IV Viltrat der CuSO,-behandelten Conidien 


gemisch schnell trennenden Amino- 
sauren wie Leucin, Valin und Amino- 
buttersaure betroffen. Das Calcium- 
hydroxyd muf somit auf die Conidien in anderer Weise als Kupfersulfat 
oder Bordeaux-Briithe wirken, denn dort werden nicht nur bevorzugt die 
eben genannten Sauren gefunden. Glutaminsiure konnte dagegen kaum 
nachgewiesen werden. Bei dem Wirken von KOH wurde dagegen eine 
kleine Menge dieser Saéure im Filtrat gefunden. Neben dem toxischen 
Wirken des Kupfers in der Bordeaux-Briihe beziiglich des Aminosiiure- 
Pools der Conidien ist somit auch mit einer speziellen toxischen Calcium- 
wirkung zu rechnen, und es scheint méglich, da& die Wirkungsweise 
der Bordeaux-Briihe in bezug auf die Aminosdureexkretion der Conidien 
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zu einem gewissen Anteil auf das Wirken des Calciums zuriickzufiihren 
ist. Wirkte Kupfersulfat auf die Conidien ein, so hatte sich gezeigt, daB 
von den Sporen erst nach einer dreistiindigen Metalleinwirkung Amino- 
sduren an das Suspensionsmittel abgegeben wurden. 

Mit dem nachsten Versuch sollte nun gepriift werden, wann die 
Conidien von Fusarium decemcellulare bei Bordeaux-Briihe- Behandlung 
Aminosauren abgeben. Fiir diese Unter- 
suchung ist nach der Methode des Kupfer- Te. 
sulfatversuches verfahren worden. Abb.2 nit 
zeigt ein Chromatogramm, worauf die 
conidienfreien Filtrate getrennt wurden, 
die nach einer EHinwirkungszeit der x hae ao aa ed 
Bordeaux-Briihe von 15 min, 30min, oR eee 
1 Std und 3 Std zur Verfiigung standen. 

Fir das Wirken der Bordeaux-Briihe 
auf Conidien von Fusarium decemcellulare 
ist also charakteristisch, daB von den 
Conidien — im Gegensatz zur Kupfer- 
sulfatwirkung — schon nach 15 min Ein- 
wirkungszeit des Fungicides (J auf der 
Abb.2) Aminosauren in das Suspensions- 
mittel iibergehen. Es handelt sich dabei 
um diejenigen Aminosduren, die mittels 
Butanol-Gemisch relativ langsam trennen, 
wie Alanin, Arginin, Glutaminsdaure, 
Asparaginsaure und Serin. Unter JJ auf der 


Abb. 2 


Abb.2 ist das Gemisch getrennt worden, 
das nach 30 min, unter J// nach 1 Std und 
bei JV nach 3 Std Fungicideinwirkung 
von den Conidien abgegeben wurde. 

Bei einer mikroskopischen Durch- 
musterung gekupferter Conidien, die 
langere Zeit suspendiert bleiben, um den 
gesamten Aminosiéure-Pool zu erfassen, 
konnte festgestellt werden, daf nach 
Zugabe von Diphenylcarbazonlésung der 
Cu-Nachweis in den Zellen relativ schwach 


Chromatogramm der yon Fusarium- 
Conidien ausgeschiedenen ninhydrin- 
positiven Substanzen, die mittels 
eindimensionaler Methodik getrennt 
wurden. Lésungsmittel: Butanol/His- 
essig/H,O (4:12:12). JF Filtrat. der 
Conidien, die 15 min mit Bordeaux- 
Briihe behandelt wurden; JJ Filtrat der 
Conidien, die 30min mit Bordeaux- 
Briihe behandelt wurden; J/Z Filtrat 
der Conidien, die 1 Std mit Bordeaux- 
Briihe behandelt wurden; JV Filtrat 
der Conidien, die 3 Std mit Bordeaux- 
Briihe behandelt wurden 


ausfiel. Die Plasmabezirke der Conidienkammern waren nur leicht rosa 
angefirbt, obwohl die Conidien des Versuchsansatzes mit relativ viel Cu 
(10yCu/ml bei 2-10° Con/ml) versetzt worden waren. Sofort angestellte 
Kontrollversuche, bei denen andere gekupferte Conidien von der gleichen 
Kultur 4 Std nach der Cu-Gabe in denselben Indicator gegeben wurden, 
erbrachten einen normalen Cu-Nachweis. Die lange Suspensionsdauer der 
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Conidien im Hauptversuch scheint also maBgeblich auf den Cu-Nachweis 
in den Zellen zu wirken, wobei entweder anzunehmen ist, daB mit der 
Lange der Cu-Wirkung das Metall von kupferaffinen Anteilen des toten 
Zellplasmas gebunden wird, die dem Indicator nicht zuganglich sind, 
oder ein Teil des eingedrungenen Kupfers wird mit den Aminosauren 
aus den vergifteten toten Zellen wieder herausgeschwemmt. Da an- 
zunehmen ist, daB sich das eingedrungene Kupfer mit den Aminosauren 
des ,,Pools‘‘ der Conidie umsetzen kann, ware das Vorhandensein von 
Aminosaure-Kupferkomplexen in der Zelle denkbar. Beim Austreten der 
Aminosauren aus kupfervergifteten Zellen konnte dabei auch ein Teil 
des eingedrungenen Kupfers — in Form des Aminosaurekomplexes — 
die geschadigte Zelle wieder verlassen. 

Die papierchromatographischen Methoden, die fiir alle bisher be- 
schriebenen Versuche angewandt wurden — das Aminoséure-Gemisch 
wurde zweidimensional getrennt — waren nun nicht anzuwenden, wenn 
auf den Chromatogrammen nach dem Trennen Cu nachgewiesen werden 
sollte. Dem Phenol war als Oxydationsschutz eine Spur KCN zugegeben 
worden, und diese Substanz ist bekanntlich ein vorziiglicher Cu-Kom- 
plexbildner, der alles auf den Chromatogrammen befindliche Cu als 
ungefarbten Komplex maskieren wiirde. Bei dem Auswerten der Chro- 
matogramme, auf denen die Substanzen zu Kontrollzwecken nur ein- 
dimensional getrennt wurden, konnte beobachtet werden, da sich 
einige, mit Ninhydrin kenntlich gemachte Aminosiureflecke nach einiger 
Zeit von Blauviolett nach Rot verfarbten. Es erschien die Farbe, die 
normalerweise beim Stabilisieren der Aminosaureflecke mit CuSO, 
bemerkt wurde. Die Aufmerksamkeit ist deshalb denjenigen Chromato- 
grammen zugewandt worden, die nur mit dem Butanol-Gemisch 
behandelt worden waren. Auf diesem Papierbogen konnte vor dem 
Besprithen mit Ninhydrin eindeutig Cu nachgewiesen werden, wenn 
entweder Na-diathyldithiocarbamat- oder Diphenylearbazonlésung auf- 
gespriiht wurde. Es zeigte sich, daB gréBere Mengen Kupfer auf dem 
Chromatogramm vorhanden waren, die sich, wie Parallelbestimmungen 
ergaben, in den Aminosaureflecken befanden, die von Asparaginsdure, 
Glutaminsaure, Arginin, Alanin und Serin hervorgerufen wurden. Es 
handelt sich bei den Aminosiuren also um die sogenanten ,,langsam 
trennenden* Komponenten des Gemisches. Aus dem Versuchsergebnis 
ist zu entnehmen, dafi entweder die Metallmengen nicht als Amino- 
sdure-Kupferkomplexe aus den Zellen herauskommen oder daf das 
essigsdurehaltige Butanolgemisch bzw. das Ninhydrin die Komplexe 
zerstort und reine Aminosiiuren chromatographiert bzw. nach- 
gewiesen werden. Die R;-Werte der einzelnen Aminosiuren aus dem 
Gemisch stimmten mit den Werten der analysenreinen Kontroll- 
substanzen iiberein. Sekundir nach dem Abdunsten der Trenngemische 
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und der Ninhydrin-Lésungsmittel reagiert dann das Cu auf dem Bogen 
mit den Aminosauren. 

Zur Sicherheit und um endgiiltig zu beweisen, daB das Kupfer, das 
auf den Chromatogrammen aufgefunden wurde, eindeutig aus gekupfer- 
ten Conidien stammt, also aus Conidien auf irgendeine, noch nicht 
bekannte Art und Weise wieder herausbeférdert wurde, sind Conidien 
einer anderen Kultur nochmals gekupfert und 10 Std im Suspensions- 
mittel belassen worden. Die gebotene Kupfermenge wurde fiir diesen 
Versuchsansatz so bemessen, daB alles Metall von den Conidien auf- 
genommen werden konnte. (Ermittlung der Kupfermenge durch Kon- 
trollversuch.) Um ein Ubriges zu tun, sind die gekupferten Conidien 
vom Suspensionsmittel mittels Filtration getrennt und nochmals in 
Aqua dest. resuspendiert worden. Das Ergebnis dieses Versuchsansatzes 
war nicht anders als das vorher beschriebene. Auf den Chromatogrammen 
war wieder eindeutig Kupfer nachzuweisen. Chromatogramme, auf denen 
die eingedunsteten Suspensionsmittel getrennt wurden, die von Conidien 
stammten, deren Tod durch Bordeaux-Briihe hervorgerufen wurde, 
brachten das gleiche Ergebnis. Es ist also gleichgiiltig, ob die Conidien 
von Fusarium decemcellulare mit CuSO, oder Cu-Ca-haltigen Fungiciden 
getotet werden; immer verloren die geschadigten Sporen bei der Amino- 
sdureabgabe auch einen Teil des eingedrungenen Kupfers. 


Diskussion der Ergebnisse 

In einer friiheren Mitteilung (TR6GER 1958) war bereits berichtet 
worden, daB die Conidien von Fusariwm decemcellulare bei der Ein- 
wirkung von Metallsalzen Aminosaéuren an das Suspensionsmittel ab- 
geben. Einwandfrei konnte festgestellt werden, daB die Aminoséuren 
erst nach der Metallzugabe im Suspensionsmittel nachzuweisen waren, 
was der ,,Selbstmordtheorie‘‘ (SwrnaLE 1896; McCaLian 1930) wider- 
spricht. Weitere Versuche zeigten nun, daB der AusstoB der Aminosduren 
mit dem Kupfernachweis im Innern gekupferter Conidien zeitlich zu- 
sammenfallt, was darauf hinweist, daB der ,,Aminosdure-Pool das Auf- 
finden des Kupfers in der Conidie beeinfluBt. Die Untersuchungen 
zeigten weiterhin, da8 nur wahrend eines bestimmten Zeitabschnittes 
Aminosduren von den gekupferten Conidien abgegeben werden, wobei 
die Versuche aussagen, daB die Aminosduren von der stark geschadigten, 
wenn nicht bereits getéteten Zelle in das Suspensionsmittel iibergehen, 
da es bis heute nicht gelungen ist, eine Conidie mit positivem Cu-Nach- 
weis im Innern der Zelle weiter zu kultivieren. Da — wie schon gesagt — 
AminosaureausstoB und Cu-Nachweis zeitlich zusammenfallen, ist an- 
zunehmen, da& sich durch das Absterben der Zelle die Membran- 
permeabilitat so weit andert, daB Zellbestandteile ins Suspensionsmittel 


iibergehen k6nnen. 


Arch. Mirkrobiol., Bd. 37 18 


264 R. TROGER: 


Die Versuche mittels Bordeaux-Briihe deuten gleichfalls in diese 
Richtung. In einer friiheren Mitteilung (TROGER 1960b) wurde berichtet, 
daB der Cu-Nachweis in Cu-Ca-behandelten Conidien sehr bald nach 
dem Einwirken des basischen Fungicides zu fiihren war, daB also unter 
diesen Umstanden nicht erst nach 3 Std eine positive Cu-Reaktion in 
den gekupferten Zellen zu erzielen ist. Die weitergefiihrten Versuche 
ergaben nun, da von Cu-Ca-behandelten Conidien, also Sporen, bei 
denen der Cu-Nachweis meist sofort nach der Fungicidzugabe in der 
Zelle zu fiihren ist, auch schon nach sehr kurzer Zeit (15 min) Amino- 
siuren in das Suspensionsmittel iibergingen. Bei den Conidien, die mit 
basischer Cu-Ca-Verbindung zusammengebracht wurden, erschépfte sich 
gleichfalls der Vorrat an Aminosauren aus der Zelle nach einer gewissen 
Zeit. Ein Abbau der Zellproteine durch das Wirken des Fungicides 
scheint, wie auch bei den Untersuchungen mit CuSQ,, nicht zu erfolgen. 
Da die Aminoséuren aus dem Innern der Zelle stammen — es ist nicht 
anzunehmen, da die nachgewiesenen relativ groBen Aminoséuremengen 
von der Zellwand abgehen —, muB angenommen werden, da wahrend 
der kurzen Einwirkungszeit der Bordeaux-Brithe Bestandteile des Fungi- 
cides in die Conidie eindringen. Wiirde von der basischen Kupfercalcium- 
Verbindung nur die Membranpermeabilitaét verandert, so ware damit 
allein das rasche Austreten der Aminosauren nicht zu erklaren. Einmal 
sind die Aminosaéuren des Pools zumindest an Plasmabestandteile 
adsorbiert und zum anderen miiBte die Diffusionsgeschwindigkeit der 
austretenden Aminosduren ungewohnlich groB sein. Dem Calcium als 
Bestandteil der Bordeaux-Briihe ist ein spezielles noch nicht aufgeklairtes 
toxisches Wirken auf die Conidien nicht abzusprechen, da durch Kupfer 
baw. die Alkalitat der Brithe allein die Conidien nicht dahingehend zu 
verandern sind, da} von ihnen nach so kurzer Zeit Aminoséuren heraus- 
diffundieren. 

Mit den Aminosauren wird ein Teil des Kupfers, das in die Zellen 
eingedrungen war und das den Tod derselben hervorrief, wieder aus der 
Zelle herausbeférdert, wodurch der Cu-Nachweis in gekupferten Conidien, 
die langere Zeit suspendiert bleiben, maBgeblich beeinfluBt wird. 

Schwermetalle bilden, wie z.B. von ALBERT (1950) sowie WoLF u. 
Mitarb. (1955) ausfiihrlich untersucht worden ist, mit Aminoséuren Kom- 
plexe. Von ALBERT wurde festgestellt, daB Cu dabei sehr stabile Bin- 
dungen mit Aminosauren eingeht. Es ist deshalb anzunehmen, da® zu- 
mindest im Suspensionsmittel das Metall aus den vergifteten Conidien 
als Aminosiure-Kupfer-Komplex vorliegt. 

Fiir den normalen Stoffwechsel der Zelle ist der ,,Aminosaure-Pool‘‘ 
lebenswichtig, denn fiir alle Synthesen von plasmatischer Substanz 
werden die Aminosduren diesem Reservoir entnommen, das durch 
Aminoséuren aus Prozessen des Proteinab- und -umbaues und durch 
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Synthesen gespeist wird. Dringt nun Kupfer in eine lebende Zelle ein, 
so ist anzunehmen, daB sich das Metall mit den Zellsubstanzen umsetzt, 
also Verbindungen eingeht. Diejenigen Zellbestandteile mit der groBten 
Affinitat zum Metall werden letztlich das Metall an sich binden und dabei 
selbst in ihrer normalen Funktion dem Stoffwechsel der Zelle verloren 
gehen. Die Aminosauren des ,,Pools‘‘, die sich in der Zelle mit Kupfer 
verbinden, sind fiir den Eiweifstoffwechsel der Zelle wertlos. Vermag 
das Kupfer, das in eine lebende Zelle eindringt, den gesamten Amino- 
sdurevorrat zu binden, dann miiBte meines Erachtens die Zelle schwer- 
wiegende Schaden des euvitalen Zustandes davontragen. Bei Pilzsporen, 
bei denen zum Auskeimen groBe Stoffwechselumstellungen notwendig 
sind, wird durch die Blockade des EiweiBstoffwechsels das Auskeimen 
unterbleiben. Ohne also dem komplizierten Mechanismus der Kupfer- 
wirkung z. B. auf Fermente usw. Abbruch zu tun, kann in den einfachen 
Reaktionen, die sich aus dem Wechselspiel zwischen Aminosaéuren und 
Kupfer ergeben, ein fungistatischer, wenn nicht fungicider Effekt des 
Kupfers gesehen werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Conidien von Fusarium decemcellulare, die mit CuSO, behandelt 
wurden, gaben 3 Std nach Zugabe des Giftes Aminosduren und Kupfer — 
in Form von Aminoséurekupferkomplexen — an das Suspensions- 
mittel ab. 

2. Das Ausschiitten der Aminosaure-Kupferverbindung war 8 Std 
nach dem Einwirken des Giftes am starksten und dauerte nur eine 
bestimmte Zeit. 

3. Zu den schon friiher (TROGER 1958) genannten Aminosauren konnten 
noch Prolin, Methionin, Tryptophan und Phenylalanin im Suspensions- 
mittel gekupferter Conidien gefunden werden. 

4. Der ,,Aminosdure- Pool‘ der ungekupferten Conidien des Versuchs- 
pilzes enthalt die genannten Aminosauren zuziiglich Tyrosin bei noch 
zwei ninhydrin-positiven Flecken auf den Chromatogrammen, die noch 
nicht identifiziert werden konnten. 

5. Bordeaux-Briithe wirkte in dhnlicher Weise auf die Conidien des 
Versuchspilzes wie CuSO,, doch waren die Aminoséure-Kupferverbin- 
dungen schon kurze Zeit nach dem Kinwirken des Giftes im Suspensions- 


mittel der Conidien nachzuweisen. 
6. Ca(OH), setzte gleichfalls Aminosauren aus den Conidien frei. 
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Untersuchung des biologischen Siureabbaus im Wein 


V. Uber das Metabioseverhaltnis zwischen Weinhefen und Apfelsiiure- 
abbauenden Bakterien 


Von 
FERDINAND RADLER 


(Hingegangen am 6. August 1960) 


In vorangegangenen Arbeiten (RADLER 1958a, b, c, d) war das Pro- 
blem des biologischen Séureabbaus im Wein als ein rein bakterieller 
Vorgang betrachtet worden, ohne daB dabei die im Wein stets vorhan- 
denen Hefen naher beriicksichtigt worden sind. Diese isolierte Betrach- 
tungsweise des bakteriellen Geschehens erschien gerechtfertigt, da in 
einem sterilfiltrierten Traubenmost allein durch Zusatz von Apfelsaure- 
abbauenden Bakterien der biologische Saureabbau, d.h. die Decarboxy- 
lierung von Apfelsaiure zu Milchsaéure durchgefiihrt werden kann. Die 
Untersuchung der Bakterienreinkulturen hatte sich als zweckmaBig 
erwiesen, da nur auf diese Weise Hinblicke iiber die systematische Stel- 
lung, iiber Wuchsstoff- und Nahrstoffbedarf der Bakterien und iiber die 
Faktoren, durch die das Wachstum dieser Organismen spezifisch be- 
einfluBt wird, gewonnen werden konnten, siehe auch Carr (1957, 1958, 
1959); Lampton u. Meskut (1957) und ZicKLER (1956). In der Praxis der 
Weinbereitung liegen die Verhaltnisse anders, dort kommen die Apfel- 
sdure-abbauenden Bakterien stets zusammen mit Hefen im Trauben- 
most und Wein vor. Der biologische Saureabbau erfolgt sogar — wie 
seit langem bekannt — in der Regel nach der alkoholischen Garung. 

Der Praktiker begiinstigt empirisch den biologischen Saéureabbau dadurch, dah 
er durch langeres Lagern des Weines auf der Hefe und durch Umriihren der Hefe 
das Wachstum der Apfelsiure-abbauenden Bakterien férdert, sicehe SCHANDERL 
(1959), Bourineer (1955), KnenxK (1952). Von ScHanpDERL (1943) ist zuerst auf 
ein Metabioseverhaltnis zwischen Hefen und den saureabbauenden Bakterien 
geschlossen worden. SCHANDERL vermutete, daB von Hefen stickstoffhaltige Sub- 
stanzen abgeschieden werden, die fiir die Bakterien zum Wachstum erforderlich 
sind. Dies ist von K. Rrpren (1950) bezweifelt worden, weil dadurch nicht das 
gelegentliche Ausbleiben des biologischen Saéureabbaus erklart werden kann. Von 
K. Rippen wurde angenommen, daB Faktoren des Traubensaftes das Wachstum 
der siureabbauenden Bakterien begiinstigen oder verhindern. Livrut (1957) hat 
inzwischen in Obstweinen nachweisen kénnen, da das durch Bakterien verursachte 
Lindwerden durch das Zusammenwirken von zwei Mikroorganismen im Wein 
zustande kommt. Er hat ferner vermutet, da auch beim biologischen Saiureabbau 
ahnliche Verhiltnisse vorliegen kénnten. Von RapDuER (1958b) ist auf die Méglich- 
keit hingewiesen worden, da8 das Wachstum der siureabbauenden Bakterien durch 
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die voriibergehende Aufnahme von Aminosaéuren und durch Ausscheidung von 
Vitaminen durch die Hefe beeinfluBt werden koénnte. Liirat u. Vetscu (1959) 
haben festgestellt, da durch Hefeextrakt das Wachstum der sdureabbauenden 
Bakterien stark begiinstigt wird. Die wirksamen Bestandteile des Hefeextraktes 
konnten jedoch noch nicht identifiziert werden. 

Auf Grund der geschilderten Untersuchungen kann kein Zweifel daran 
bestehen, daB iiber die bekannte Hemmwirkung des Alkohols hinaus 
(FoRNACHON 1957; OLSEN 1948; RADLER 1958d) stoffliche Beziehungen 
zwischen den Weinhefen und den Apfelsdiure-abbauenden Bakterien 
bestehen. Die folgenden Untersuchungen lassen erkennen, da8 nur unter 
bestimmten Voraussetzungen Traubenmost bzw. Wein kurzfristig an 
Nahrstoffen verarmt, infolge der Stoffwechseltatigkeit der Weinhefen, 
wodurch das anschlieBende Wachstum einzelner Staémme der Apfelsiure- 
abbauenden Bakterien voriibergehend gehemmt sein kann. An Modell- 
versuchen kann naémlich gezeigt werden, daB die Weinhefen in Mangel- 
medien fast alle fiir die Apfelsiure-abbauenden Bakterien notwendigen 
Stoffe bei langerer Kulturdauer ausscheiden, und somit das Wachstum 
der Bakterien des biologischen Saureabbaus begiinstigen. Es ist anzu- 
nehmen, daf diese Beobachtungen auf die im Most und Wein vorliegen- 
den Verhaltnisse tibertragen werden kénnen. 


Material und Methoden 


Mikroorganismen: Vier aus Wein isolierte Stimme Apfelsiure-abbauender Bak- 
terien, die zu den Gattungen Lactobacillus (Stamm 2 LZ) und Leuconostoc (Stamm 12a, 
16a und 456) gehoren (RADLER 1958 a). Fiir die Uberlassung der Weinhefestimme 
bin ich Herrn Prof. Dr. H. ScHANDERL, Geisenheim (Stamm Steinberg) und Herrn 
Dr. Stuur«, Neustadt/Weinstr. (Stamm St. H.) zu Dank verpflichtet. 

Die Herstellung und Zusammensetzung der Nihrlésungen, Impfsuspensionen 
und Beimpfung und der papierchromatographische Carbonsiurenachweis ent- 
sprechen friiheren Angaben, sofern keine Anderungen beschrieben werden (RADLER 
1958b). Zur Erzielung eines guten Wachstums der Weinhefen wurde der Glucose- 
gehalt des synthetischen und des halbsynthetischen Mediums auf 100g je Liter 
erh6ht. Wenn ein zu hoher Gehalt an unvergorenem Zucker den chromatogra- 
phischen Saéurenachweis stérte, wurde die Nahrlésung bei Versuchsende auto- 
klaviert und vor dem Chromatographieren zur Verringerung des Zuckergehaltes 
mit Hefe vergoren. 


Ergebnisse 

Die Entstehung von Wein aus Most beruht bekanntlich auf der 
Tatigkeit von Hefen; die Bakterien spielen dabei sowohl hinsichtlich 
ihrer Menge als auch im Hinblick auf die Stoffwechselaktivitat nur eine 
untergeordnete Rolle (BrEcH 1956, 1959). Es kann angenommen 
werden, da die im Wein vorkommende Bakterienmenge weniger als 
"/1o der vorhandenen Hefemasse betragt. Unter dieser Voraussetzung ist 
zu erwarten, daB die Hefen im Wein einen starken Einflu8 auf das 
Wachstum der Apfelsiure-abbauenden Bakterien ausiiben. Zum Ver- 
staindnis des als biologischer Sdiureabbau in Erscheinung tretenden 
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Gesamtvorgangs ist die Kenntnis der Zusammenhange zwischen dem 
Wachstum der Weinhefen und der Apfelsiiure-abbauenden Bakterien 
unbedingt notwendig. 

Der Einflu8 der Hefen kann sich verschieden auswirken, er kann eine 
Hemmung oder eine Férderung des Bakterienwachstums verursachen. 
Kine Hemmung kann durch die Bildung von Stoffwechselprodukten, die 
fiir die Bakterien schadlich sind, oder durch Verarmung des Mediums an 
Nahr- oder Wuchsstoffen erfolgen, die von den Bakterien zum Wachstum 
benotigt werden. Eine Férderung des Wachstums der Bakterien ist 
dagegen zu erwarten, wenn von den Hefen — wahrend oder nach 
Beendigung des Wachstums — Stoffe in das Medium abgeschieden 
werden, die den Apfelsiure-abbauenden Bakterien als Nahr- oder Wuchs- 
stoffe dienen. In den folgenden Untersuchungen wurden beide Méglich- 
keiten beriicksichtigt. 

Tabelle 1 


Wirkung des Zusatzes von einigen Bakterienndhrstoffen zu einem Traubenmost nach 
viertagiger Vergarung mit Reinhefe auf den Apfelsiureabbau durch Milchsdurebakterien. 


Zum Traubenmost wurden nach Zentrifugieren und Sterilfiltration 20°/, der voll- 
standigen synthetischen Bakteriennahrldsung (RADLER 1958b) oder der ent- 
sprechenden Menge waBriger Losung der angegebenen Substanzen steril zugesetzt, 
anschleBend wurde mit einer sehr geringen Menge einer dreimal in destilliertem 
Wasser gewaschenen Bakteriensuspension beimpft. — — Apfelsiure abgebaut 


Apfelsiure 


Lusatz 
Stamm 12a Stamm 16@ Stamm 455 


Nichts = 2 we 
Vollstindige Nahrlésung _ = SS 
Aminosaéuren = a (4) 
Zucker, Na-acetat — = = 
Mineralsalze = (ee) 
Carbonsauren = Gy 
Cystein — 
Tween 80 — ae 
Thiamin - a 

Ascorbinsaure — ee aie 
Cobalamin aE 

Sonstige Vitamine — 


Als Hauptstoffwechselprodukt wird von den Weinhefen Athylalkohol 
gebildet, der in hoheren Konzentrationen das Wachstum der Apfelsadure- 
abbauenden Bakterien hemmen kann (FoRNACHON 1957; OLSON 1948; 
Rapier 1958d). Dariiber hinaus lat sich zeigen, da einzelne Bakterien- 
stémme in einem Traubenmost nach viertigiger Vergirung mit Wein- 
hefe nicht mehr wachsen und die Apfelséure abbauen kénnen, siehe 
Tab.1. Aus der Beobachtung, daB unter gleichen Bedingungen ein 
Zusatz von Cystein zu diesem Traubenmost allein geniigt, um den Abbau 
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der Apfelsiiure zu fordern, kann geschlossen werden, da die Hefen den 
Most an dieser Verbindung verarmt haben. Die ebenfalls beobachtete 
Forderung des Apfelsiureabbaus durch Zusatz von Zucker, Natrium- 
acetat oder Mineralsalzen beruht médglicherweise auf einer dadurch 
bewirkten Veranderung des py-Wertes. 

Die von den Apfelsiure-abbauenden Bakterien zum Wachstum und 
damit zum Abbau der Apfelsiure bendtigten Nahr- und Wuchsstoff- 
mengen sind auBerordentlich gering. Es ist daher sehr schwierig, den 
direkten Nachweis zu fiihren, daB diese Stoffe von der Hefe ausgeschieden 
werden. Es ist jedoch bekannt, daB Hefen Aminosaéuren und Vitamine an 


Tabelle 2; Der Abbau von Apfelsiure zu Milchséure von Bakterienreinkulturen und 

Hefe- Bakterienmischkulturen in synthetischer Ndahrlésung (Radler 1958b) beim Fehlen 
einzelner oder mehrerer Aminosduren. 

Papierchromatographische Untersuchungen der Nahrlésungen nach 14tigigem 


Wachstum der Organismen. MS = Milchsaure; AS — Apfelsaure 
Fehlende Aminosiuren 
, din- Alanin Serin 
Pokteriensteinan |: iseat | oad: | Histi- | Leucin ___|Methio-| Tryp- | Methio- 
anin | Leucin | gin Histi- | Serin nin | tophan| _2i2 
din Tryp- 
tophan 
MS} + ae ale Bes a 
12 = 
y AS} —|-—-/+]/+4+]+]- ]-|+]+4 
12a MS| + =r aE = ={ = aI ate sts 
+ Hefe | AS — sz ona ee fr ~~ 
AS = aie oe a “ =F (+) ap ine 
456 MS| + ae Ae = =F WF 6 at “1 
+ Hefe | AS — = ae Ze es a 


das Medium abgeben (ScHANDERL 1959; Castor 1953; Prynaup u. 
LarourcADE 1958). Durch gemeinsame Ziichtung von Apfelséure- 
abbauenden Bakterien und Weinhefen in Mischkulturen kann anderer- 
seits indirekt nachgewiesen werden, daB von den Hefen Substanzen 
abgegeben werden, die das Bakterienwachstum fordern. 

Seitdem die Apfelsiure-abbauenden Bakterien in einer synthetischen 
Nahrlésung geziichtet werden kénnen, war es méglich, die fiir das 
Bakterienwachstum wichtigsten Nahr- und Wuchsstoffe zu ermitteln 
(RaDLER 1958b). Wird von der synthetischen Nahrlésung eine Substanz 
weggelassen, die fiir das Bakterienwachstum unbedingt erforderlich ist, 
so erfolgt kein Wachstum und kein Abbau der Apfelséure. Bei gleich- 
zeitiger Kinsaat einer Weinhefe in eine solche Mangelnihrlésung erfolgt 
nach einiger Zeit das Wachstum der Bakterien, was sich am Abbau der 
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Apfelsiure papierchromatographisch nachweisen laBt. Weinhefen allein 
vermégen Apfelsiure nicht zu decarboxylieren. 

Die Tab.2 und 3 zeigen einige Ergebnisse. Der Glucosegehalt der 
verwendeten Nahrlésung wurde auf 100 g je Liter erhéht. Zur Entfernung 
etwaiger Vitaminspuren wurden Glucose und Apfelsiiure zweimal mit 
2g Aktivkohle je 100 ml 20°/,iger Lésung behandelt. Tab.2 1iBt ein- 
deutig erkennen, daB der Abbau der Apfelsiure nur unterbleibt, wenn 
die Bakterien rein kultiviert werden und essentielle Aminosaéuren wie 


Tabelle 3. Der Abbau der Apfelsiure zu Milchstiure von Bakterienreinkulturen und 
Hefe-Bakterienmischkulturen in halbsynthetischer Néhrlésung (Radler 1958b) beim 
Fehlen einzelner oder mehrerer Wuchsstoffe. 


Papierchromatographische Untersuchung der Nahrlésung nach etwa 14 tigigem 

Wachstum der Organismen. Fol. = Folsaiure, Ribo. = Riboflavin, Pan. = Pan- 

tothensaure, p-Am. = p-Aminobenzoesiure, Pyr. = Pyridoxin, MS = Milchsiure, 
AS = Apfelsaure, n.b. = nicht bestimmt 


Voll- Fehlende Wuchsstoffe - 
Bakterienstamm eee oi CRino. Fol. Niacin 
rnin Fol. | Niacin} Ribo.|} Pan. |p-Am.| Pyr. Nia! Pan, aad Real 
OL MS Joe fe p= = fy} Spe Pepe po 
AS es ee ee ee 
2L MS| + /]+/+]+/}/+]/+}]+/+]/+4+] + 
+ Hefe | AS = 23 ra er ad 
536 SG ke ey ic ale aha be lis 
SHS Sy) epi) iS era: - 
12a Ms} + |+/)/+]+)+]+]+)+/]+/] 4 
4S Hefe .|TAS fo? = SEPP Ar ESS KE RD eg 0 OR PE Lr 
MS} + = — | n.b. | n.b -f + 
16a Ae bee +} 4+ |nb.} nb} — | — | + | + oF 
16a Ms| + {+ /+]+/+]+/]+/]+])+4+)] 4+ 
+ Hefe | AS — 


Leucin, Histidin usw. fehlen. Alanin und Methionin sind fiir die ver- 
wendeten Bakterienstémme nicht essentiell, daher erfolgt der Apfelsiure- 
abbau auch bei ihrem Fehlen. 

Unabhangig davon, ob eine oder mehrere Aminosduren fehlen, wird 
die Apfelsiure stets abgebaut, wenn die sdéureabbauenden Bakterien 
gemeinsam mit Weinhefen kultiviert werden. Von der Hefe werden also 
entweder die fehlenden Aminosaduren abgeschieden oder Stoffe, die diese 
Aminosauren ersetzen konnen. Die gleichen Ergebnisse erhalt man, wenn 
an Stelle der Aminosauren einzelne oder mehrere Vitamine im ver- 
wendeten Medium weggelassen werden, siche Tab. 3. 
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Auf Grund dieser Versuchsergebnisse konnte vermutet werden, daB 
Hefe-Bakterienmischkulturen den Abbau der Apfelséiure auch in Medien 
bewirken kénnen, deren Zusammensetzung wesentlich einfacher ist, als 
die fiir Bakterienreinkulturen erforderlichen Nahrlésungen. Weitere Ver- 
suche ergaben, da selbst eine sehr einfache, fiir Weinhefen geeignete 
Nahrlésung entsprechend dem Medium B! nach WIKEN u. RICHARD 
(1951), das auBer Glucose (5°/,) und L-Apfelséure (0,4—0,5°/,) als einzige 
organische Bestandteile nur Biotin (25 ug/l), Calciumpantothenat 
(2,5 mg/l) und Inosit (25 mg/l) enthielt, véllig ausreicht, um Weinhefen 
und Apfelsiure-abbauenden Bakterien das gemeinsame Wachstum zu 
erméglichen. Nach 14ta&gigem Wachstum der Mischkulturen werden in 
diesem Medium 4—5 g Apfelsaure je Liter von den Bakterien abgebaut, 
also etwa die gleiche Menge, die normalerweise im Traubenmost vorkommt. 
(Mineralische Bestandteile der Nahrlésung Bt je 1000 ml:(NH,).SO, 
6,0 g; KH,PO, 2,0 g; MgSO, - 7 H,O 0,25 g; CaCl, 0,25 g; H,BO, 1 mg; 
ZnSO, 1 mg; MnCl, 1 mg; FeCl, 0,5 mg; CuSO, 0,1 mg; KJ 0,1 mg.) 
Dieses Versuchsergebnis ist der sichere Beweis dafiir, da bei der Wein- 
bereitung der biologische Saéureabbau niemals infolge eines Nahrstoff- 
mangels fiir die Bakterien ausbleiben kann. Wenn das Medium iiberhaupt 
ausreicht, um Hefen das Wachstum zu erméglichen, dann kénnen auch 
die séureabbauenden Bakterien soweit gedeihen, dai die normalerweise 
vorkommenden Apfelsiuremengen abgebaut werden, es sei denn, daB das 
Bakterienwachstum infolge eines zu niedrigen py-Wertes, oder eines zu 
hohen Gehaltes an schwefliger Séure oder Alkohol unterbunden wird. 


Fiir die Mischkultur der séureabbauenden Bakterien mit Weinhefen 
ist es nicht erforderlich, daB beide Organismen gemeinsam kultiviert 
werden. Die Ausscheidung von bakterienwachstumsfordernden Stoffen 
laBt sich gut zeigen, wenn beide Organismen zwar in der gleichen Mangel- 
nahrlésung, aber getrennt durch eine Dialysiermembran kultiviert 
werden. 

Die verwendete Versuchsanordnung war sehr einfach. Ein Stiick Dialysier- 
schlauch von 20—25 em Liinge und 4 cm Breite wurde an beiden Enden perforiert 
und kalt in einer Lésung von 60°/, Athylalkohol und 3°/, Formaldehyd in einem 
Glaszylinder mit Ablaufhahn sterilisiert. Ein Glasstab im Schlauch sorgte dafiir, 
dal} auch die Innenseite vollstiindig von der Fliissigkeit benetzt wurde. Nach mehr- 
maligem Waschen mit sterilem Wasser wurde der Schlauch V-formig gebogen und 
in einen 300 ml-Weithals-Erlenmeyer-Kolben gesteckt. Die perforierten Enden des 
Schlauches wurden von einem durch den Wattestopfen gefiihrten Glashaken fest- 
gehalten. Die getrennt sterilisierte Nahrlésung wurde mit einer Injektionsspritze 
in den Dialysierschlauch und den Kolben eingefiillt. 


Auf die beschriebene Weise konnten Apfelsiure-abbauende Bakterien 
und Weinhefen raéiumlich getrennt in N aihrlésungen kultiviert werden, die 
den Bakterien allein das Wachstum nicht erméglichen. Verwendet 
wurde die halbsynthetische Nahrlésung ohne die Vitamine: Folséure, 
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Riboflavin, Niacin und Pyridoxin, die synthetische Nahrl6sung ohne 
Aminosduren und die synthetische Nahrlésung B! nach WrKén u. 
RicHarD (1951) mit den oben angegebenen Zusitzen. In jedem Fall 
waren von den Bakterien nach 3—4 Wochen etwa 4 mg t-Apfelsiiure je 
Milliliter vollstaéndig zu Milchsiure decarboxyliert worden. Das Gelingen 
der getrennten Kultur der Organismen wurde stets mikroskopisch tiber- 
prift. In Mangelmedien werden also von den Hefen Stoffe abgegeben, die 
eine Dialysiermembran passieren kénnen und den Apfelsaure-abbauenden 
Bakterien das Wachstum erméglichen. 

Nicht nur wachsende, sondern auch ruhende Hefezellen vermégen 
Substanzen abzuscheiden, die das Bakterienwachstum férdern, wie 
folgender Versuch zeigt. Nach dreitégiger Kultur in Malzextraktlésung 
wurden die Hefezellen zentrifugiert und zur Entfernung des anhaftenden 
Mediums sechsmal in einer Lésung von 2°/,, Weinsdure (py mit NaOH 
auf 4,0 eingestellt) gewaschen. Das letzte Waschwasser der Hefezellen 


Tabelle 4. Nachweis der Férderung von Bakterienwachstum und Abbau der Apfelséure 
durch Exkretionslosung gewaschener, ruhender Hefezellen in einem Mangelmedium. 


Papierchromatographische Untersuchung der Kulturlésung nach etwa 14tagigem 
Wachstum der Bakterien. AS = Apfelsaure, MS = Milchsaure 


Saiureabbauende Bakterien 


Stamm 12a | Stamm 16a] Stamm 455 

eee ree aT AS - = = 

Vollstandiges, halbsynthetisches Medium | yy7q = 4 re 
Halbsynthetisches Medium ohne Ribo- * 

flavin, Folsaure, Niacin, Biotin, - is Ls ia 

Pantothensaure 

desgl. + Exkretionslésung ruhender AS — = (4) 

Hefezellen MS - =r + 

AS “S + ao 

desgl. + Waschwasser MS (+) (-4) + 


und das nach dreitagiger Suspension der Zellen bei 25° in der gleichen 
Weinsdurelésung gewonnene Exkretionswasser wurde dem halbsynthe- 
tischen Medium zugegeben, in dem die fiir das Bakterienwachstum 
wichtigen Vitamine Riboflavin, Niacin, Biotin und Folsaure fehlten. Wie 
Tab. 4 zeigt, geniigt der Zusatz von Exkretionswasser ruhender Hefezellen 
zum Mangelmedium, um den Bakterien das Wachstum und damit den 
Abbau der Apfelsiure zu ermdéglichen. Den Hefezellen hafteten keine 
Bestandteile des Mediums an, denn das entsprechende Waschwasser 
bewirkte nur eine geringe Milchsaure-Bildung, die Apfelsiure wurde nicht 
in nennenswertem Umfang abgebaut. 
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Uberraschenderweise wird durch Mischkultur von Apfelstiure-abbauen- 
den Bakterien mit Weinhefen der Abbau der Apfelséure nicht nur beim 
Fehlen wichtiger Bakterienwuchs- oder -nihrstoffe sondern auch unter 
ungiinstigen Wachstumsbedingungen begiinstigt, siehe Tab.5. Neben der 
schwefligen Saéure und dem Alkoholgehalt ist der pq-Wert einer der 
wichtigsten Faktoren, der den biologischen Séureabbau im Wein 
begrenzt (RADLER 1958d; Ltrxt u. Verscu 1959). Die Mineralstoffe des 
Weines diirften im Vergleich zum py-Wert nur von untergeordneter 


Tabelle 5. Férderung des Apfelsiiureabbaus durch stiureabbauende Bakterien bei 
niedrigen pH-Werten durch Mischkultur mit Weinhefen im halbsynthetischen Medium. 


Der pq-Wert wurde durch Zusatz von Weinsaure eingestellt und nach dem Auto- 

klavieren mit der Glaselektrode gemessen. Papierchromatographische Untersuchung 

der Kulturlésung nach etwa 14tagigem Wachstum der Organismen. MS = Milch- 
siure, AS = Apfelsaure 


Du-Wert der Nihrlésung 


Bakterienstamm 


3,27 3,12 3,02 2,98 2,85 2,72 

ms| + ie om (+) - - 

12a MS oh + = ok A = 
+. Hefe AS _ — = = he af 
ap ms| + + $ (4) - - 
is|—= = = + + 

16a MS ae is an == (+) a 
+ Hefe AS a — we = he de 
on MAb Mea] lie aetilloniles - - 
AS i=} a (+) aa + “FP 

45b MS tc = + — a 
-++ Hefe AS = = = i a 


Bedeutung sein, siehe jedoch BocksrR (1959). Bakterienreinkulturen 
vermégen gewohnlich die Apfelsiure bei niedrigeren py-Werten als 
3,1—3,0 nicht mehr abzubauen. Unter besonders giinstigen Bedingungen 
konnte allerdings von FLEsow (1958) in einer kiinstlichen Niahrlésung 
der Apfelsiiureabbau auch bei py 2,6 eingeleitet werden, In Mischkultur 
mit Hefe wird von den Bakterien die Apfelsiure bei niedrigeren 
pu-Werten abgebaut als von Bakterienreinkulturen. Die Verschiebung 
des den Apfelsiiureabbau begrenzenden py-Wertes wird besonders 
deutlich bei Stamm 456 (siehe Tab. 5). 


Diskussion 


In einer vorangegangenen Arbeit wurde festgestellt, da& Nahr- oder 
Wuchsstoffausscheidungen der Hefen keine unbedingte Voraussetzung 
fiir den Ablauf des biologischen Saéureabbaus im Wein sind (RADLER 


Untersuchung des biologischen Saureabbaus im Wein. V 275 


1958d). Durch die vorliegende Arbeit kann diese Feststellung nun 
erganzt werden. In einem normalen Traubenmost vermégen die sdure- 
abbauenden Bakterien zu wachsen, sofern der pu- Wert nicht zu niedrig ist. 

Sollten in besonderen Fallen fiir die Bakterien notwendige Stoffe 
fehlen, so ist dies fiir den Ablauf des biologischen Saéureabbaus ohne 
Bedeutung, da von den normalerweise vorkommenden Hefe-Bakterien- 
mischkulturen fast alle Stoffe gebildet werden kénnen. 

In diesem Zusammenhang ist eine soeben erschienene Arbeit iiber die wechsel- 
seitige Beziehung zwischen Milchséurebakterien der Mundhéhle und der Hefe 
Candida albicans, von groBem Interesse (Kosmr et al. 1960). In einer Nahrlésung, 
die den Milchsaiurebakterien allein das Wachstum infolge des Fehlens wichtiger 
Vitamine nicht erméglicht, kénnen in Mischkultur mit der Hefe die Milch- 
sdurebakterien Konzentrationen von mehreren Hundert Millionen Keimen je 
Milliliter erreichen, wie durch Lebendzellzihlung nachgewiesen werden konnte. 
Youne u. Mitarb. (1956) fanden ebenfalls, da8 das Wachstum von Milchsiure- 
bakterien in einem vitaminfreien Medium durch Candida albicans geférdert werden 
kann. CHaLLiInor u. Rose (1954) konnten zeigen, daB das Wachstum einer nicht 
naher beschriebenen Lactobacillus-Art mit hohen Nahr- und Wuchsstoffanspriichen 
durch Mischkultur mit der Hefe Saccharomyces cerevisiae auch in Nahrlésungen 
erzielt werden konnte, in denen einzelne, fiir das Bakterienwachstum wichtige 
Vitamine, Aminosaiuren oder Purinkérper fehlten. 

Auf Grund der eigenen Untersuchungen kann angenommen werden: 
daB den Milchséurebakterien des biologischen Saureabbaus von der 
Weinhefe praktisch alle zum Wachstum und dem Abbau der Apfelséure 
erforderlichen Stoffe bereitgestellt werden. Wenn also in einem Medium 
Hefen wachsen kénnen, ist stets die Voraussetzung gegeben, daB auch die 
Apfelsaéure-abbauenden Bakterien zur Entwicklung kommen kénnen; es 
sei denn, daB deren Wachstum infolge ihrer groBeren Empfindlichkeit 
gegeniiber niedrigen py-Werten und hdheren Gehalten an schwefliger 
Saure und Alkohol verhindert wird. 

Fiir die Praxis der Weinvergarung ergibt sich auch aus diesen Ver- 
suchen, daB in jedem Most und Wein der bakterielle Abbau der Apfel- 
sdure erfolgen kann, es sei denn, daf das Bakterienwachstum durch 
ungiinstige Bedingungen (py-Wert, SO,-Gehalt, Temperatur) unter- 
bunden wird. Ein Zusatz von wachstumsfordernden Stoffen zum Wein, 
wie z. B. Caseinhydrolysat oder Vitamingemische, ist nicht erforderlich. 
Auf Grund der dargestellten Versuchsergebnisse ist zu erwarten, daB 
in Weinen, bei denen eine Sadureverminderung erwiinscht, aber der 
biologische Sadureabbau nicht spontan eingetreten ist, der bakterielle 
Saureabbau am besten gleichzeitig mit einer Umgarung durchgefihrt 
wird. Diese Annahme wird durch praktisch durchgefiihrte Kellerversuche 
von Kienk (1952) unterstiitzt. Obwohl Bakterien zur Durchfiihrung des 
Sadureabbaus verwendet werden kénnen (SCHANDERL 1959; FLESCH u. 
JERCHEL 1959; PrynauD u. DomERcQ 1959; RaDLER 1957), sind Bak- 
terienreinkulturen infolge der schwierigen Herstellung und Anwendung 
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noch nicht in gréBerem Umfang zur Einleitung des biologischen Saure- 
abbaus in Weinen verwendet worden. Es ist durchaus moéglich, daB sich 
fiir den praktischen Weinausbau die leicht herzustellenden Hefe- 
Bakterienmischkulturen zur gleichzeitigen Einleitung von Garung und 
Saureabbau verwenden lassen und sich vielleicht besser bewahren 
werden, als die bisher benutzten Bakterienreinkulturen. 


Zusammenfassung 


An Modellversuchen mit synthetischen Nahrldsungen wurde nach- 
gewiesen, daB von den Weinhefen Stoffe ausgeschieden werden, die den 
sdureabbauenden Bakterien das Wachstum auch in Mangelnahrlosungen 
ermoglichen. Obwohl diese Bakterien in ihrem Nahr- und Wuchsstoff- 
bedarf sehr anspruchsvoll sind, kann der Abbau der Apfelsdure zu Milch- 
siure mit Bakterien-Hefemischkulturen in einer ganz einfachen Nahr- 
losung durchgefiihrt werden, die auBer Glucose und t-Apfelséure als 
einzige organische Verbindungen nur Biotin, Pantothensaure und Inosit 
enthalt. Aus diesen Ergebnissen kann sicher gefolgert werden, daB der 
biologische Saureabbau im Wein nicht durch einen Nahrstoffmangel der 
sdureabbauenden Bakterien sondern nur durch ungiinstige Wachstums- 
bedingungen, z. B. niedriger py-Wert, hoher Gehalt an SO, und Alkohol 
und niedrige Temperatur gehemmt werden kann. Es wird vorgeschlagen, 
zur Kinleitung des biologischen Saéureabbaus im Wein nicht Bakterien- 
reinkulturen, sondern Hefe-Bakterienmischkulturen zu verwenden. 
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TeilI. Die partielle Reinigung der Antigene nach der ,,Athermethode“ 


Bei der Reinigung von Pflanzenviren werden verschiedene Methoden 
angewandt, um infektidsen Rohsaft zunachst durch Denaturierung nicht- 
infektidser Bestandteile zu klaren (Ubersicht bei STEERE 1959). Ziel 
dieser Vorreinigung ist, vor allem kolloidale lipophile Strukturen, wie 
Plastiden und Mitochondrien, zu entfernen. 

Ubliche Verfahren zu dieser Vorreinigung bestehen darin, den in- 
fektidsen PreBsaft mit organischen Lésungsmitteln zu behandeln. So 
sind z.B. Chloroform (PFANKUCH u. KauscHE 1938; SCHNEIDER 1953), 
Butanol-Chloroform (Strern 1956) und fluorierte Chlorkohlenstoffe 
(Freon, Frigen; Porter 1956) mit Erfolg angewendet worden. Eigene 
Versuche, diese Methoden bei der Reinigung einiger gestreckter Pflanzen- 
viren anzuwenden, befriedigten jedoch teilweise nicht. Darum wurde 
nach einem anderen organischen Lésungsmittel gesucht. Aussichtsreich 
erschienen Versuche mit polaren Verbindungen, die eine partielle Léslich- 
keit in der waBrigen Phase aufweisen, jedoch ein groBes Lésungsver- 
mogen fiir Lipoide besitzen. AuBer mit anderen Lésungsmitteln (Petrol- 
ather, Benzol, Isooctanol, n-Heptan) wurden daher Versuche mit den 
folgenden Athern angestellt: Diathylither, Di-n-propylither, Di-iso- 
propylather, Di-n-butylither und Di-isoamylaither. Von diesen erwies 
sich Diadthylather, der bei 19°C zu 6,5°/, in Wasser léslich ist, als am 
besten fiir die Vorreinigung geeignet. 

Ather ist 1923 erstmalig von Curpnau1 (1939) bei der Priparation von 
Blattproteinen verwandt worden. FRAMPTON (1942), sowie FRAMPTON u. 
TAKAHASHI (1944) benutzten das Verfahren von CHIBNALL zur Cytoly- 
sierung von Gewebe vor dem Auspressen bei der Reinigung des Tabak- 
mosaik-Virus. Ather wird auch bei der Vorreinigung tierischer Viren, 
beispielsweise des Poliovirus (SCHAFFER u. SCHWERDT 1959) verwendet. 


Partielle Reinigung einiger gestreckter Pflanzenviren 279 


Die im folgenden beschriebene Ather-Tetrachlorkohlenstoff-Extraktion 
wurde bereits bei der partiellen Reinigung des Kartoffel-S-Virus (Baa- 
NALL u. Mitarb. 1959), des Phaseolus-Virus 1 (BrRrcKs 1959) und des 
Phaseolus-Virus 2 (BeRcks 1960a) angewendet. 


Material und Methodik 


Fir die Versuche in Teil I und II dieser Arbeit wurden die nachstehend an- 
gefiihrten Viren benutzt. In Klammern wird auf die Herkunft der Virusisolate bzw. 
auf entsprechende Literaturzitate verwiesen. Carnation latent-Virus, carnation 
latent virus (KassANIS 1956; BAaGNALL u. Mitarb. 1959). Kartoffel M- und S-Virus, 
potato virus M, potato virus S (BAGNALL u. Mitarb. 1959). Kartoffel-X-Virus, potato 
virus X (Stamme von Dr. R. Beroxs und Dr. M. V. Boraus, Portugal). Kartoffel- 
Y-Virus, potato virus Y (Stimme von Dr. R. Barrets und Dr. M. V. Boraus). 
_ Phaseolus-Virus 1, bean common mosaic virus (QuANTZ 1957; Brroxs 1959). Phase- 
olus-Virus 2, bean yellow mosaic virus (QUANTZ, unveroffentlicht; BuRcKs 1960a). 
Rotkleeadernmosaik-Virus, red clover vein mosaic virus, pea stunt virus (WETTER 
u. Mitarb. 1959). Steinklee-Virus, pea streak virus (BRANDES u. QuantTz 1957; 
WETTER u. QuantTz 1958). WeiBklee-Virus, white clover mosaic virus (QUANTz 1956; 
BRANDES u. QUANTZ 1957). 


Zur Gewinnung von PreBsaft wurden die virushaltigen Pflanzenteile in einer 
Fruchtpresse ausgepreBt. Darauf wurde der Saft durch ein grobes Filtertuch ge- 
geben, um groBere Zelltriimmer zu entfernen. Um die Bildung dunkler Pigmente zu 
verhindern, wurde dem Saft so viel Ascorbinséure und Natriumsulfitlosung zu- 
’ gesetzt, daB eine Konzentration von je 0,2°/) im Saft erreicht wurde (STHERE 1959). 
Da die Atherextraktion wirksamer bei konzentrierten Saften durchzufiihren ist, 
wurde der PreBsaft weder verdiinnt noch zentrifugiert. Der Ather wurde in dunklen 
Flaschen tiber einer Lésung von FellSO, bei 4°C aufbewahrt, um die Bildung von 
Peroxyden zu verhindern. 

Zur Extraktion wurde der PreBsaft mit dem gleichen Volumen an gekiihltem 
Ather versetzt und in einem Rundkolben 5—15 min, je nach Beschaffenheit des 
Saftes, geschiittelt. Dabei lieB sich an der Glaswand die Coagulierung chlorophyll- 
haltiger Bestandteile erkennen. Nach Beendigung des Schiittelns wurde die Emul- 
sion durch niedrigtouriges Zentrifugieren in eine untere waBrige Phase, die das Virus 
enthalt, und eine obere Atherphase zerlegt. Darauf folgte die Trennung der Phasen 
im Scheidetrichter mit anschlieBender Filtration durch angefeuchtete Watte. Zur 
Entfernung des Athers aus der waBrigen Phase wurde mit dem gleichen Volumen an 
Tetrachlorkohlenstoff (CCl,) ausgeschiittelt. Hierbei kommt es haufig zu einer 
erneuten Coagulierung nichtinfektidser Bestandteile des Saftes. Die Zerlegung der 
Emulsion und die Trennung der Phasen erfolgte in gleicher Weise wie nach der 
Atherextraktion. 

Im Vergleich zu den Atherextraktionen wurde auch die Butanol-Chloroform- 
Extraktion nach den Angaben von STHERE (1956) vorgenommen. Hierbei wurde das 
Gemisch fiir 15 min geschiittelt. Alle Extraktionen und die niedrigtourigen Zentri- 
fugationen wurden bei Raumtemperatur (etwa 20°C) durchgefiihrt. 


Fiir die anschlieBenden Ultrazentrifugationen wurde die Spinco-Zentrifuge 
Modell L bei eingeschalteter Kiihlung benutzt. Dichtegradientenzentrifugationen 
nach BRAKKE (1953) erfolgten im SW-25,1-Rotor fiir 2 Std, wobei der Dichte- 
gradient fiir die rate zonal centrifugation aus je 3, 4, 4, 4 und 7 ml 10, 20, 30, 40 und 
50°/,igen Zuckerlésungen bestand. Nach der Zentrifugation wurden dic verschiede- 
nen Zonen mittels einer am Ende u-formigen Injektionsnadel entnommen, tber 
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Nacht gegen 0,85°/,ige NaCl-Lésung von py 7 dialysiert und anschlieBend ultra- 
zentrifugiert. Von den in Phosphatpuffer 0,01 mol, py 7 aufgenommenen Sedimenten 
wurden die Fraktionen mit dem héchsten Virusgehalt zur Immunisierung von 
Kaninchen verwendet (siehe Teil 2). Wahrend der Reinigung wurde der Virusgehalt 
laufend verfolgt. Als relatives Maf hierfiir dienten die Verdiinnungsendpunkte des 
Virus im Saft bzw. in den Suspensionen, wobei gegen eine konstante Antiserum- 
verdiinnung getestet wurde. In dieser serologischen Priifung wurde der Pracipitin- 
test auf Objekttragern benutzt. Je einem Tropfen Antiserum wurde ein Tropfen des 
virushaltigen Saftes aus der Verdiinnungsreihe zugefiigt und nach Verriihren der 
Tropfen im Brutschrank (23°C) bei hoher Luftfeuchtigkeit fiir 45 min inkubiert. 
Sofern es sich um Rohsaft handelte, wurde dieser durch Zentrifugieren bei 1800 g 
fiir 20 min geklart. Die Beurteilung der Reaktionen erfolgte unter dem Mikroskop 
im Dunkelfeld bei 100facher VergréBerung. Die Empfindlichkeit dieser Methode 
liegt meist um eine Verdiinnungsstufe unter der, die beim Réhrchentest im Wasser- 
bad zu erreichen ist. Sie hat dafiir den Vorzug, nicht so arbeitsaufwendig zu sein und 
ist auBerdem unempfindlicher gegen einen Antigen- oder Antikérperiiberschuf. Alle 
in dieser Arbeit angegebenen Werte fiir die Serumtiter oder die Verdiinnungs- 
endpunkte eines Virus im Saft werden reziprok der Verdiinnung angegeben. 
Parallel zu den serologischen Bestimmungen wurden beim Kartoffel-Y-Virus und 
beim Phaseolus-Virus 1 Lokallasionsteste durchgefiihrt, um die Infektiositat der 
Safte zu priifen. Im Fall des Y-Virus wurden diese auf je zehn Blatter von A6 
(KOHLER 1953) als Testpflanze abgerieben. Beim Phaseolus-Virus 1 wurden sie im 
Abreibungstest nach Quantz (1957)! auf je zehn Blatthalften von Bohnen der 
Sorte Topcrop abgerieben. Vor der Beimpfung wurden die Blatter der Testpflanzen 
leicht mit Karborund eingestaubt. 


Ergebnisse 


Bei folgenden Wirtspflanzen lieB sich durch eine Extraktion virus- 
haltiger Rohsafte mit Ather eine weitgehende Klirung erreichen: Dian- 
thus barbatus, Vicia faba, Pisum sativum, Nicotiana tabacum, Phaseolus 
vulgaris, Lycopersicum esculentum und Solanum tuberosum. Von diesen 
Pflanzen wurden jeweils verschiedene Sorten benutzt. Die Wirksamkeit 
der Atherextraktion zeigte sich augenfillig an der Befreiung der Siifte 
von chlorophyllhaltigen Bestandteilen. Sie gelingt bei den verschiedenen 
Wirtspflanzen unterschiedlich und ist teilweise auch jahreszeitlichen 
Schwankungen unterworfen. Wahrend bei Nelken, Tabak und Legumi- 
nosen eine meist vollstaéndige Entfernung des Chlorophylls erfolgte, 
waren die geklairten Safte bei Tomaten und Kartoffeln gelegentlich noch 
schwach griin gefarbt. In solchen Fallen gelang aber meist eine Abtren- 
nung im weiteren Verlauf der Reinigung. Aus Tab.1 ist zu entnehmen, 
daf selbst eine zweimalige Extraktion mit Ather, wie sie gelegentlich zu 
einer besseren Klarung des Saftes angewandt wurde, nur zu gering- 
fiigigem Absinken der Verdiinnungspunkte des Virus fiihrte. Im Vergleich 
hierzu fiihrte die Extraktion mit Butanol-Chloroform auBer beim Car- 
nation latent-Virus zu gréBeren Verlusten, teilweise auch zum volligen 
Verlust des Virus. Ob das Virus inaktiviert wird oder ob sekundare 
Prozesse dabei eine Rolle spielen, wurde nicht weiter verfolgt. Da die 


1 Herrn Dr. L. Quantz danke ich fiir die Durchfiihrung des Testes. 
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Viruspraparationen zur Immunisierung verwendet wurden, ist in erster 
Linie Wert auf die serologische Aktivitat gelegt worden. In den Fallen, 
in denen die Infektiositat gepriift wurde, zeigte sich jedoch, daB auch die 
letzte Stufe der Reinigung noch stark infektids war. 


Tabelle 1. Verdiinnungsendpunkte verschiedener Viren nach Behandlung A—D, gegen 
homologe Antiseren getestet 


Virus Wirtspflanze A B Cc D 
Carnation latent-Virus Dianthus barbatus 32 32 32 || 32 
' Solanum tuberosum 
Kartoffel-S-Virus 41 956" DIZ 512 512 0 
Lycopersicum escu- 
Kartoffel-M-Virus lentum ,,Rheinlands 64 32 — | 16 
Ruhm“* 
Steinklee-Virus Pisum sativum 
(pea streak virus) »,Onsa ize ve a ae 
Weibklee-Virus (white Phaseolus vulgaris 
clover mosaic virus) »,Topcrop* ee zee v 
: Nicotiana tabacum 512 256 — | 32 
Kartoffel-Y-Virus aSomnaumn 23,6*| 44,4*] — | 14,9* 
Phaseolus-Virus 1 (bean Phaseolus vulgaris (Be ns) PAS) — | 32 
common mosaic virus) »,Lopcerop* 7,9*| 28,1*| — | 23,6* 


A Rohsaft 20 min bei 1800 g zentrifugiert, 

B Rohsaft einmal mit Ather-CCl, extrahiert und zentrifugiert, 

C Rohsaft zweimal mit Ather-CCl, extrahiert und zentrifugiert, 
D Rohsaft mit Butanol-Chloroform extrahiert und zentrifugiert, 
* Lasionen je Blatt aus Lokallasionstesten (Naheres siehe Text). 


Beim Y-Virus und beim Phaseolus- Virus 1 ist das Ergebnis von Lokal- 
lasionstesten mit behandelten Saften in den betreffenden Spalten der 
Tab.1 angefiihrt. Die unteren Spalten geben die mittlere Anzahl der 
Lokallasionen je Blatt wieder. In beiden Fallen ist zu beobachten, daB 
die Anzahl der Lasionen bei den zentrifugierten Saften (A) geringer ist 
als bei den Ather-CCl, behandelten und in keinem Verhaltnis zu den sero- 
logischen Werten steht. Dies diirfte auf die Entfernung infektiositats- 
hemmender Komponenten, die wahrscheinlich kolloidaler Natur sind, 
zuriickzufiihren sein. Ubereinstimmend mit den serologischen Werten ist 
dagegen die Infektiositat der Safte nach der Atherextraktion (B) héher 
als nach der Butanol-Chloroform-Extraktion (D). Beim Phaseolus- 
Virus 1 ist die Differenz zwar gering, diirfte aber gesichert sein. Im Gegen- 
satz zum Verhalten des Phaseolus-Virus 1 fanden BANcRorT u. KaAzEs- 
BERG (1959), daB das Phaseolus-Virus 2 bei der Butanol-Chloroform- 
Extraktion verloren geht. 

Die der Klirung des Rohsaftes folgenden Stufen der Reinigung sind 
aus dem nachstehenden Schema, das als Beispiel die partielle Reinigung 

19* 


282 C. WETTER: 


Schema fiir die Reinigung des Carnation latent-Virus 
Blatter von Dianthus barbatus infiziert mit Carnation latent-Virus 


Saft in Fruchtpresse auspressen 
durch Tuch filtrieren 

+ Ascorbinsaure 0,2°/, 

+ Na,SO, 0,2 °/9 


320 ml Rohsaft 1/64 1 
+ 320 ml Ather 
5 min schiitteln 
Ather- 15 min 2700 g zentrifugieren 
phase 310 ml waBrige Phase 


+ 310 ml CCl, 
5 min schiitteln 
15 min 2700 g zentrifugieren 
CCl,-Phase | 260 ml geklarter Saft 1/64 IL 


Sediment | 30 min 8000 g zentrifugieren 


180 min, 44000 g zentrifugieren 
Uberstand | Spinco, Rotor 21 


Sediment in 12 ml Phosphatpuffer 
(0,01 mol, px 7) suspensieren 


Sediment | 20 min 1800 g zentrifugieren 1/2048 IIT 
Dichtegradientenzentrifugation 
(rate density gradient) 
2 Std 63600 g, Spinco, Rotor SW 25,1 

obere und 3 Zonen 

untere Zone mittlere Viruszone 


Dialyse gegen 0,8°/, NaCl py 7 
1 Std 105400 g zentrifugieren 
Spinco, Rotor 40 

Uberstand Sediment 


in 4 ml Phosphatpuffer 
(0,01 mol, py 7) suspensieren 
15 min 1800 g zentrifugieren 


Sediment 


1/1024 IV 
partiell gereinigtes Virus 


des Carnation latent-Virus wiedergibt, zu entnehmen. Eine elektronen- 
mikroskopische Aufnahme des zur Immunisierung verwendeten Prapa- 
rates (Stufe IV) ist in Abb.1 wiedergegeben!. Erginzend zum Reini- 
gungsschema gibt Tab. 2 die Verdiinnungsendpunkte einiger Viren zu den 
in dem Schema als I—IV gekennzeichneten Stufen der Reinigung wieder. 
GroBere Virusverluste treten vor allem nach Stufe III auf, wenn die stark 
konzentrierte Virussuspension der Dichtegradientenzentrifugation unter- 


' Herrn Dr. Branpus danke ich fiir die elektronenmikroskopische Aufnahme. 
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worfen wird. Aus arbeitstechnischen Griinden wurde jedoch nicht ver- 
sucht, groBere Virusausbeuten dadurch zu erzielen; daB das Sediment III 
fiir die Dichtegradientenzentrifugation in einer groBeren Menge Puffer 
aufgenommen wurde. 


Abb.1. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Partikeln des Carnation latent-Virus. VergréBerung 
40000fach. Palladium-bedampft 


Tabelle 2. Serologische Verdiinnungsendpunkte einiger Viren entsprechend den 
Reinigungsstufen I—IV aus Schema 8. 282 


Virus | if II | IIL IV 
Kartoffel-M-Virus 128 64 2048 | 128 
Kartoffel-S-Virus 64 64 — 256 
Kartoffel-X-Virus | 6 £98 128 16000 Set 
Kartoffel-Y -Virus | 32 8 128 = 
Rotkleeadernmosaik- Virus 128 64 1024 512 
(red clover vein mosaic virus) | 
ore irae 256 128 1024 1024 
(pea streak virus) 


Teil II. Der Verlauf der Immunisierung von Kaninchen mittels 
Antigen in Adjuvans nach Freund 

Das Freundsche Adjuvans (FREUND u. Mitarb. 1948) ist bei der 

Immunisierung von Kaninchen mit phytopathogenen Viren wiederholt 

verwandt worden (MoorHEAD 1956; Govimr 1958; MoornHEap 1959; 

Bancrorv u. Mitarb. 1960; Werrer u. Mitarb. 1960). In der vorliegenden 
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Arbeit werden Ergebnisse mitgeteilt, die bei der Immunisierung mit 
bisher noch nicht untersuchten gestreckten Pflanzenviren mittels 
Adjuvans gewonnen wurden. Die Versuche wurden angestellt, um zu 
untersuchen, unter welchen Bedingungen sich hohe Antiserumtiter er- 
zielen lassen. Hohe Antiserumtiter sind einerseits wiinschenswert, wenn 
die Antiseren fiir Routinepriifungen zur Diagnose von Viruskrankheiten 
benutzt werden. Andererseits sind hochtitrige Antiseren fiir die Unter- 
suchung von Verwandtschaftsverhiltnissen zwischen verschiedenen 
Viren besonders geeignet (BERcKS 1960b). Obwohl aus technischen 
Griinden nicht alle Versuche im Hinblick auf die obige Fragestellung 
geplant werden konnten, lassen die Ergebnisse doch diesbeziigliche 
SchluBfolgerungen zu. 


Material und Methoden 


Partiell gereinigtes Virus, dessen Gewinnung in Teil I beschrieben wurde, diente 
als Antigen; und zwar handelte es sich teils um Praparationen der Reinigungsstufe 
(Rst.) III, teils um solche der Stufe [LV (Schema 8. 282). Als relatives Mab fiir die 
Menge des Antigens diente der serologische Verdiinnungsendpunkt der injizierten 
Virussuspensionen. Sofern intramuskular — in einem Fall auch subeutan — injiziert 
wurde, gelangte fiir die erste Spritzung das Bacto-Adjuvant Complete (DIFCO) zur 
Anwendung. Bei weiteren Spritzungen wurde das Bacto-Adjuvant Incomplete 
(DIFCO) benutzt. Die intramuskularen Injektionen wurden zu je 1 ml Emulsion in 
beide Hinterlaiufe der Kaninchen gegeben. Die in einem Fall vorgenommene sub- 
cutane Injektion erfolgte in Héhe der Schulterblatter. Wenn ein Tier erstmalig mit 
Adjuvans injiziert wurde, erhielt es in etwa 14tagigem Abstand eine zweite Injek- 
tion. Bei den vergleichsweise durchgefiihrten intravendsen Spritzungen war das 
Antigen in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Es wurde, sofern nicht 
anders vermerkt, in der ersten Spritzserie innerhalb von 3 Wochen, und zwar in der 
1.Woche mit 1 ml, in der 2. Woche mit 2 ml und in der 3. Woche mit 4ml an je drei 
aufeinander folgenden Tagen injiziert. Bei einigen Versuchen wurde auch ein kombi- 
niertes Spritzverfahren angewendet, in dem intravenés immunisierte ‘Tiere intra- 
muskulir nachgespritzt wurden oder umgekehrt. Uber die Termine der Injektion 
unterrichten die Pfeile in den Abbildungen. Dabei ist die Art der Spritzung wie folgt 


angegeben: i.m. = intramuskuliir mit Adjuvans; s.c. = subcutan mit Adjuvans; 
i.v. = intravenés, Antigen in physiologischer Kochsalzlésung. Spritzfolgen, die zu 


einem ersten Gipfel in der Antikérperproduktion fiihren, werden als primaire oder 
Basis-I[mmunisierung, spater folgende als sekundare oder Auffrisch-[mmunisierung 
(booster) bezeichnet. 

Zur 'Testung auf pracipitierende Antikérper wurden in Abstanden Blutproben 
(2—5 ml) aus den Ohrvenen entnommen und der Titer des Antiserums im Objekt- 
tragertest (siehe 8.280) bestimmt. Sobald ein maximaler Titer erreicht schien, wur- 
den gréBere Mengen Blut (etwa 30 ml) entnommen und das Serum im Rohrchentest 
im Wasserbad (MarruEws 1957) gegen eine Verdiinnungsreihe infektidsen Pref- 
saftes getestet. Bei diesem Test wurde auch gegen eine Verdiinnungsreihe von Preb- 
saft entsprechender gesunder Wirtspflanzen gepriift. 

Bei der graphischen Darstellung des Titerverlaufs wurden die Kurven nach den 
héchsten festgestellten Antiserumtitern ausgezogen. Da die Verdiinnungsstufen der 
Antiseren stets in geometrischer Folge angesetzt wurden und keine Zwischenver- 
diinnungen getestet wurden, treten namentlich bei hohen Titewerten gréfere Un- 
genauigkeiten in den absoluten Angaben der Titer auf. Als Relativwerte ergeben die 
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Titer jedoch sinnvolle Kurvenverlaufe. In kurzen Abstanden dur chgefiihrte Praci- 
pitationsteste, besonders im Bereich konstanter Titerhéhen, zeigten nur sehr selten. 
Abweichungen, die gréBer als eine V erdiinnungsstufe waren. Diese diirften vor allem 
auf mitemenisdicne Konzentration des Virus in den Presaften zuriickzufiihren sein. 


Ergebnisse 
Um den Verlauf der Immunisierung nach Injektion von Antigen in 
Adjuvans mit derjenigen nach intravenéser Applikation zu vergleichen, 
wurden zwei aus einem Wurf stammende Kaninchen mit Carnation 
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Abb.2a u.b. Verlauf der Immunisierung nach a intravenoser (Tier Nr. 166) und b intramuskulirer 
(Tier Nr. 165) Basisimmunisierung mit Carnation latent-Virus 


latent-Virus (CLV; Rst. IV) injiziert. Beide Tiere erhielten gleiche Virus- 
mengen, die jedoch in unterschiedlichen Volumina enthalten waren. Das 
auf intravendsem Weg immunisierte Tier Nr. 166 erhielt acht Injektionen 
je 1 ml innerhalb von 2 Wochen, und zwar jedesmal vier an 4 aufeinander- 
folgenden Tagen. Das mittels Adjuvans immunisierte Tier erhielt an 
zwei Spritzterminen je vier Injektionen von Je 0,5 ml Emulsion, wobei 
zweiintramuskular und zwei subcutan verabfolgt wurden. Wie aus Abb. 2a 
hervorgeht, war bei dem intravenés gespritzten Tier Nr. 166 nach 
14 Tagen der héchste Titer (2048) erreicht. Nach der 3. Woche begann 
er abzusinken. Bei dem mit Adjuvans gespritzten Tier Nr. 165 (Abb.2b) 
stellte sich der héchste Titer (16384) erst nach 8 Wochen ein. 63 Tage 
nach der ersten Injektion wurden beide Tiere gleichzeitig intravenos 
gespritzt, und zwar an 4 aufeinander folgenden Tagen mit je 1 ml partiell 
gereinigtem Virus (Rst. IV). Wahrend bei dem primar intravends im- 
munisierten Tier ein steiler Anstieg der Antikérperproduktion zu beob- 
achten ist, ist dieser bei dem primar intramuskular immunisierten Tier 
nicht signifikant. Das intravends immunisierte Tier Nr. 166 erhielt, 
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nachdem die Antikérperbildung der Auffrischinjektion tiber den Wert des 
ersten Maximums lag, eine zusdtzliche intramuskulaére Injektion mit 
Adjuvans. Der durch diese letzte Spritzung bedingte Titeranstieg betragt 
ein bis zwei Verdiinnungsstufen. Die Wirkung des Adjuvans zeigt sich 
vor allem in der Konstanz des maximalen Titers. Aus dem Verlauf beider 
Titerkurven wird die Uberlegenheit der Adjuvansmethode deutlich. 
Ferner ist zu entnehmen, 
daB zur Zeit des Titer- 
maximums,also beihohem 
Antik6rpergehaltim Blut, 
auch durch eine andere 
Immunisierungsart, als 
sie zur primaren Inmuni- 
sierung benutzt wurde, 
kein groBerer Anreiz mehr 
auf die Antik6érperpro- 
duktion ausgeiibt wird. 

Ein weiteres mit CLV 
immunisiertes Tier (Nr. 
Monate 14), das primar intravenés 


Abb.3. Titerverlauf bei Tier Nr. 14 nach Immunisierung mit immunisiert worden war, 
dem Carnation latent-Virus 


erhielt zwei Injektionen 
mit Antigen (Rst. [V) in Adjuvans, nachdem der Titer innerhalb von 
9 Monaten von 2048 auf 32 abgesunken war. Es erfolgt ein steiler Titer- 
anstieg, der nach dem Gipfel um eine Verdiinnungsstufe abfallt und 
dann iiber etwa 4 Monate konstant bleibt (Abb.3). Eine erneute intra- 
muskulare Spritzung ergibt lediglich einen leichten Anstieg bis zur 
Hohe des ersten Gipfels. Diesem folgt innerhalb von 3 Monaten ein 
leichter Abfall. In Ubereinstimmung mit dem Titerverlauf in Abb.2a 
zeigt dieses Beispiel, daB die Auffrischinjektion nur dann zu einem hohen 
Titeranstieg fiihrt, wenn der Antikérpergehalt im Blut abgesunken ist. 

Mit dem Saft gesunder Bartnelkenpflanzen reagierten die drei Anti- 
seren wie folgt: Nr. 165 4; Nr. 166 4; Nr. 14 16. 

Als weitere Beispiele fiir die Wirkung der Sekundar-Immunisierung 
mittels Adjuvans nach primarer intravendser _Immunisierung seien die 
Antiseren Nr. 25 (Steinklee-Virus-Antiserum) und Nr. 938 (Kartoffel-S- 
Antiserum) angefiihrt. Im Prinzip ahnlich wie beim CLV-Antiserum ver- 
lauft die Kurve des Steinklee-Virus-Antiserums (Abb.4). Der Titer nach 
der Injektion von Antigen (Rst. IV) in Adjuvans liegt auch hier wesent- 
lich héher als nach der intravenésen, doch sinkt nach dem Gipfel 
(65536) — anders als bei Tier Nr. 14 — der Titer innerhalb von 6 Monaten 
um vier Stufen ab. Mit dem Saft gesunder Erbsen reagierte das Anti- 
serum maximal bis zur Verdiinnungsstufe 8. 
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Der Immunisierungsverlauf mit dem Kartoffel-S-Virus beim Tier Nr.938 
(Abb. 5) unterscheidet sich von den bisher behandelten Fallen. Bereits kurz 


nach dem Absinken 
des héchsten Titers 
nach  intravenéser 
Spritzung fiihrt die 
intramuskulare In- 
jektion von Antigen 
(Rst. IV) in Adjuvans 
zu einem Anstieg von 
fiinf Stufen. Nach 
einer fiinfmonatigen 
Periode, konstant 
mit hohem Titer von 
32768 ergibt dann 
eine intramuskulare 
Spritzung einen er- 
neuten Anstieg bis 
uber 131000, der drei 
Monate anhalt. Ein 
ahnlicher Kurven- 
verlauf ist beikeinem 
anderen Tier beob- 
achtet worden und 
kann daher nicht als 
typisch gelten. Der 
Titer dieses Anti- 
serums gegen Saft 
gesunder Kartoffeln 
betrug maximal 16. 

Bei der Immuni- 
sierung mit dem Kar- 
toffel-M-Virus, dem 
Rotkleeadernmosaik- 
Virus sowie dem 
Cowpea-Virus (Baw- 
DEN 1958) aus Busch- 


CPS4Y SEC TESG MU IG ISTE 15 16 1778-2 
Monate 


Abb.4. Titerveriauf bei Tier Nr. 25 nach Immunisierung mit 
dem Steinklee-Virus 
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Abb.5. Titerverlauf bei Tier Nr. 988 nach Immunisierung mit 
dem Kartoffel-S- Virus 


bohnen ergaben sich Kurven, die den abgebildeten sehr ahnlich sind, so 
da® auf die Mitteilung von Hinzelheiten verzichtet werden kann. 

Der Titerverlauf bei Tieren, die primar mit Antigen (Rst.I1V) in 
Adjuvans immunisiert wurden, ist in den Abb.6, 7 und 8 wiedergegeben. 
Die ersten Gipfel nach zweimaliger intramuskularer Injektion treten nach 
3 (Nr. 85), 5 (Nr. 43) bzw. 8 Wochen (Nr. 55) auf. Danach erfolgt ein 
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kurzes Absinken bis zu einer meist Monate anhaltenden konstanten 
Titerhéhe. Bemerkenswert ist auch hier, da& sowohl intramuskulare als 
auch intravendse Auffrischinjektionen keinen nennenswerten Titer- 
anstieg mehr bewirken. Andererseits kann es hierbei auch nach einem 
kurzen Anstieg zu einem Absinken des Titers auf ein niedrigeres Niveau 


1m. 
OES OT WE SORT BN BHP BE hd I BARA ELE 
Monate 


"2945678 9 WN 1 13:4 15 Abb. 6—8 
Monate Titerverlauf bei den Tieren Nr. 43, 55 und 85 
nach Immunisierung mit dem Kartoffel-S-Virus 


Tabelle 3. Maximale Titer von Antiseren gegen 
das Kartoffel- Y-Virus 
Tier |Basisimmunisierung| Auffrischimmunisierung 

Nri intravends intramuskulir mit Adjuvans 
839 32.000 2048 000 
854 4096 3000000 
875 64000 512000 
852 64000 128000 
118 2048 16000 
878 —* 32000 
MN. 154 —* 256000 
7 : 5 ee ; - 

Cplahhad bs4 Mie e * Keine vorherige intravenése Injektion. 


kommen. Die Titer der Antiseren gegen Normalproteine im Saft gesunder 
Kartoffelpflanzen betrugen maximal 16 (Nr. 43), baw. 4 (Nr. 55 und 85). 

Die Atherextraktion zur Reinigung und die Adjuvans-Methode wurden 
auch bei der Herstellung von Antiseren gegen weitere Viren benutzt, 
wobei allerdings der genaue Verlauf der Immunisierung nicht verfolgt 
wurde. Zunadchst werden Titerwerte mitgeteilt, die R, BARTELS bei der 
Immunisierung mit dem Kartoffel-Y-Virus erhalten hat. Es handelt sich 
hierbei mit Ausnahme von Nr. 878 und Nr. 154 um Tiere, die priméir 
intravenos immunisiert waren und zur Auffrischung zwei Injektionen von 


Antigen (Rst. III) in Adjuvans erhielten. Uber die maximalen Titer 
unterrichtet Tab. 3. 
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In allen Fallen liegen die maximalen Titer nach der Auffrischimmuni- 
sierung mit Adjuvans hoher als nach intravenéser Immunisierung, wobei 
zu beriicksichtigen ist, daB die sehr hohen Werte der letzteren Immuni- 
sierungsart bereits auf einen booster-Effekt zuriickzufiihren sind. Da die 
einzelnen Tiere mit verschiedenen Viruspriaparationen gespritzt wurden 
und die zeitlichen Abstéinde unterschiedlich waren, stehen die entspre- 
chenden Titer in keinem vergleichbaren Verhaltnis. 


Tabelle 4. Maximale Titer von Antiseren gegen das Phaseolus-Virus 2, das 
Weipkleemosaik-Virus und das Kartoffel-X-Virus 


‘ Tier- Verdiinnungs- Maximaler Titer gegen Antiserum- 
Virus Nr endpunkt des Antiserum- gesunden Titer Jen 
‘ Antigens Titer Saft Antigeneinheit 

Phaseolus- Virus 2 113 256 512 0 2,0 
137 32 Dae 0 16,0 
873 512 1024 8 2,0 
94 512 524288 0 1024,0 
Weibkleemosaik- Virus 117 512 1048576 8 2048,0 

Kartoffel-X- Virus 156 16384 4096 a) 0,25 
157 16384 32768 0 2,0 


Bei den von Bercxs hergestellten Antiseren, deren Titer in Tab.4 
wiedergegeben werden, wurde allein die Adjuvans-Methode angewandt. 
In dieser Zusammenstellung fallt auf, daB die maximale Hohe der Anti- 
serumtiter bei den einzelnen Tieren sehr unterschiedlich ist. Berechnet 
man den maximalen Antiserumtiter je Antigeneinheit (Verdiinnungs- 
endpunkt des Antigens), so ergeben sich die Zahlen in der letzten Spalte 
der Tabelle. Sie zeigen, daB die Wirksamkeit der Immunisierung nicht 
allein von der Menge des injizierten Virus abhangt. Wenn auch der Ver- 
diinnungsendpunkt des Antigens nur ein grobes Maf fiir die injizierte 
Virusmenge ist, so sind die Unterschiede doch zu groB, als daB sie auf 
methodischen Fehlern beruhen kénnen. Auch Govrer (1958) hat ent- 
sprechende Beobachtungen gemacht. 

Diskussion 


Wie FrEeuUND sowie zahlreiche andere Autoren an verschiedenartigen 
Antigenen gezeigt haben, werden nach intramuskularer Injektion von 
Antigen, das in einer Wasser-in-Paraffindl-Emulsion enthalten ist, 
wesentlich hohere Antiserumtiter erreicht als nach intravendéser oder sub- 
cutaner Injektion des Antigens in waBrigem Medium (zusammenfassende 
Literatur: FreunD 1947, 1951; PApPPpENHEIMER 1953). Charakteristisch 
fiir die erstgenannte Art der Immunisierung ist ferner, dal hohe Titer 
iiber einen langeren Zeitpunkt erhalten bleiben. Da auBerdem die Zahl 
der erforderlichen Injektionen geringer ist, liegt in der Arbeitsersparnis 
ein weiterer Vorteil dieser Methode. ite 

Erstmalig hat Mooruap (1956) bei der Immunisierung von Kanin- 
chen mit zwei Getreideviren gezeigt, daB diese Verhaltnisse auch fiir 
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phytopathogene Viren zutreffen. Die in dieser Arbeit mitgeteilten 
Ergebnisse bestatigen die Uberlegenheit der Immunisierung mittels 
Adjuvans. Dies haben auch neuere Versuche ergeben, die mit einer groBe- 
ren Anzahl von parallel behandelten Tieren gemacht wurden. Hieriiber 
soll spater berichtet werden. 

Die hier dargestellten Titerkurven scheinen in ihrem Verlauf ahnlich 
denen zu sein, die MoornEapD (1956, 1959) fiir das Tabakmosaik-Virus, 
das Kartoffel-X-Virus und das siidliche Bohnenmosaik-Virus erwahnt. 
Sie sind dadurch gekennzeichnet, dai es nach dem Maximum nur zu 
einem geringen Absinken des Titers, dann aber zu einer fast konstant 
hohen Produktion von Antikérpern kommt. Dies gilt sowohl fiir Tiere, 
die primar mit Adjuvans gespritzt wurden als auch fiir solche, die nach 
intravenéser Basisimmunisierung eine Auffrischinjektion (booster dose) 
mit Adjuvans erhielten. Nur beim Steinklee-Virus-Antiserum ist der 
Titerverlauf durch ein staérkeres Absinken nach dem Maximum gekenn- 
zeichnet. Dieser Typus des Verlaufs ist nach MoorHeEap (1956, 1959) fiir 
das Barley stripe mosaic-Virus, das Brome mosaic-Virus, das Tabak- 
nekrose-Virus, das Tabakringspot-Virus und fiir das Luzernemosaik- 
Virus bezeichnend. Es ist kaum anzunehmen, da zwei morphologisch so 
aihnliche Viren wie das S-Virus und das Steinklee- Virus zwei verschiedene 
Typen der Antikérperproduktion bedingen. Auch beim WeiBkleevirus- 
Antiserum mit dem auBerordentlich hohen Titer von 1048576 ist es 
innerhalb von 3 Monaten zu einem starken Abfall des Titers auf 1024 ge- 
kommen. Die Ursache fiir dieses abweichende Verhalten kann wohl kaum 
in Eigenschaften dieser Viren liegen, sondern wird andere, noch un- 
bekannte Griinde haben. 

Bei der Besprechung des Titerverlaufs bei den mit Adjuvans allein 
immunisierten Tieren (Abb.7—9) wurde festgestellt, da Auffrisch- 
immunisierungen ohne wesentlichen Effekt blieben. Dies ist sicherlich 
dadurch bedingt, daB der Gehalt an humoralen Antikérpern zur Zeit der In- 
jektion nochrelativ hoch war. Auch FREUND u. Mitarb. (1948) haben Kurven 
dargestellt, aus denen zu entnehmen ist, daB sekundire Immunisierungen 
um so weniger wirkungsvoll waren, je hoher das Titerniveau lag. Dennoch 
wirkten sich diese Auffrischimmunisierungen dahingehend aus, daB das 
Absinken der Titer verzdgert wurde. Auffallend ist die Beobachtung, 
dal es nach wiederholten Auffrischinjektionen zu einem Absinken des 
Titers kommen kann. Ks bleibt zu kliren, ob hier eine Verminderung der 
Antikérperproduktion vorliegt, die durch iiberoptimale Antigendosen_be- 
dingtist. Kine Erklarung dieses Phinomens ist schwierig. Eskann sich nicht 
allein um eine Bindung von humoralen Antikérpern durch das injizierte 
Antigen handeln, da dem Abfall ein kurzfristiger Anstieg vorausgeht. 

Obwohl die Immunisierung mittels Adjuvans die obengenannten 
groBen Vorteile bietet, sind in vielen Fallen keine extrem hohen Titer mit 
dieser Methode erzielt worden. Vielmehr finden sich bei einigen Antiseren 
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maximale Titerwerte, die ebenso gut bei intravenéser Immunisierung zu 
erreichen gewesen wiiren. Es wurde darauf hingewiesen, daf die Menge 
des Antigens nicht die alleinige Ursache hierfiir sein kann, wenn auch in 
gewissen Grenzen eine Abhingigkeit zwischen Antigendosis und Titer- 
hohe besteht. Von anderen Faktoren, die das AusmaB der Antik6rper- 
produktion wesentlich beeinflussen kénnen, seien angefiihrt a) der zeit- 
liche Abstand der Injektionen, b) individuelle Unterschiede der Tiere in 
ihrer Fahigkeit, Antikérper zu produzieren. Zu bedenken ist ferner, da 
bei der Immunisierung mit Adjuvans nur die erste der beiden Injektionen 
maBgeblich tiber die Wirksamkeit der Immunisierung entscheidet. Schon 
die zweite Injektion ist von geringerem Einflu8, da ihr ein der ersten 
Injektion entsprechender Titeranstieg nicht entspricht. Demgegeniiber 
ist bei intravendser Immunisierung die Titerhdhe im allgemeinen von 
mehreren Injektionen abhangig, die sich ausgleichend auf die Titerhdhe 
auswirken kénnen. 

Da nach einer Basisimmunisierung mittels Adjuvans der booster- 
Effekt einer Auffrischimmunisierung im allgemeinen gering ist, bleibt zu 
priifen, ob nicht generell ein kombiniertes Immunisierungsverfahren wir- 
kungsvoller sein kann. Es wire denkbar, daB nach einer intravenésen 
Basisimmunisierung, bei der kein besonders hoher Titer angestrebt wird, 
eine Auffrischimmunisierung mittels Adjuvans zu optimalen Titern 
fiihrt. Voraussetzung hierbei ware ein geniigend langer Zeitabschnitt, in 
dem der Antikérpergehalt des Serums bis auf einen geringen Titer ab- 
gefallen ist. Eine nachfolgende Auffrischimmunisierung kénnte dann 
gegebenenfalls die Wirkung des Adjuvans durch einen booster-Effekt 
verstarken. Da diese Frage in den bisherigen Versuchen nicht quantitativ 
geprift wurde, sind Untersuchungen hierzu geplant. 


Summary 

Partial purification of some elongated plant viruses was facilitated by 
the use of ether and carbon tetrachloride for preliminary clarification of 
infectious plant juice. When equal parts of juice and peroxide-free ether 
were emulsified by shaking, noninfectious colloidal components of the 
juice, such as chloroplasts, were coagulated. After the emulsion was 
broken by centrifugation, the clarified aqueous phase containing the virus 
was removed and freed from ether by shaking with carbon tetrachloride. 
Further purification steps included differential and rate-zonal density- 
gradient centrifugations. Partially purified preparations were serologically 
active and as far as tested infectious. They were used as antigens in 
immunological studies with the viruses of: bean common mosaic, bean 
yellow mosaic, pea streak, white clover mosaic, carnation latent virus, 
potato viruses M, §, X, and Y. Rabbits were injected intravenously with 
saline suspensions of antigen, and intramuscularly with an emulsion of 
antigen in FrEUND’s adjuvant. The antibody titre of each animal’s serum 
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was then determined periodically. When Frrunp’s adjuvant was used 
antibody titres were higher, and periods of high antibody response lasted 
longer than when adjuvant was not used. During these periods it was not 
possible to increase the antibody production appreciably by booster 
injections even though the type of injection was different from that used 
for primary immunisation. In some cases, antiserum titres over 1:10° 
were obtained. 


Ich danke Herrn Dr. R. Brercxs und Herrn Dr. R. Bartets sowie Fraulein 
Dr. M. V. Borass dafiir, daB sie mir Versuchsdaten zur Veréffentlichung itiber- 
lieBen. Fraulein U. von Lar danke ich fiir gewissenhafte technische Assistenz. Mit 
Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen 


Uber Wechselbeziehungen zwischen Moosen und Algen 
in Reinkultur unter besonderer Beriicksichtigung 
der Antibiose * 


Von 
BRUNO WOLTERS 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 25. Juli 1960) 


Uber antibiotische Wirkungen griiner Pflanzen liegen bereits zahlreiche 
Arbeiten vor. Bisher sind jedoch vor allem Algen (Literatur siehe 
Lrrtévere u. Mitarb. 1952; Krauss 1958) und Samenpflanzen (Literatur 
siehe GRUMMER 1955; SKINNER 1955; ARNOLD 1958; RADEMACHER 1959) 
auf Hemmstoffe gepriift worden, Moose dagegen nur selten. 

Wahrend eine Ausscheidung von Hemmstoffen, die das Wachstum der Art 
selbst beeinflussen, in das umgebende Kulturmedium bei einigen Laubmoosen schon 
bekannt ist — bei Ceratodon purpureus (BAUER 1942), Georgia pellucida (BAUER 
1956) und Tortella caespitosa (GORTON u. EAKIn 1957) —, ist das Vorkommen von 
Antibiotica, die auf andere Arten bzw. Organismengruppen wirken, bislang nur an 
Moosextrakten untersucht worden; so stellte BauER (1942) eine Hemmwirkung von 
Mnium-Extrakt auf Funaria und Ceratodon fest, wahrend FREERKSEN u. BONICKE 
(1951) sowie MapDSEN u. PatEs (1952)+1 bei einer Reihe von Laub- und Lebermoosen 
(Arten der Gattungen Dicranum, Plagiothecium, Ceratodon, Mnium, Sphagnum, 
Pellia, Marchantia, Conocephalum und anderen) antibiotische Wirkungen auf Bak- 
terien sowie Candida albicans nachweisen konnten. AuBerdem sind auch fordernde 
Wirkungen von Sphagnum-Extrakten auf griine und blaugriine Algen (LEFEYRE u. 
Mitarb. 1952, 1958; Kvmr 1958) beobachtet worden. Die Wirkung von Stoffausschei- 
dungen lebender Moose auf fremde Arten ist jedoch noch nicht untersucht worden. 

AnlaB zu der nachstehenden Untersuchung waren Beobachtungen im 
Botanischen Garten zu Gottingen iiber die allmahliche Verdrangung 
von Blaualgen durch Moose auf Gartenerde. Es sollte geklart werden, ob 
und wie weit die Antibiose bei Moosen, vor allem im Zusammenleben mit 
Algen, eine Rolle spielt; daneben wurden auch andere Konkurrenz- 


faktoren mitberiicksichtigt. 


I. Material und Methodik 
A. Die verwendeten Stamme 


Fiir die Hauptversuche wurden zehn Stamme von Moosen und neun von Algen 
verwendet, die mit Ausnahme von Phormidium (siehe unten) bakterienfrei waren. 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Uni- 
versitat Gottingen 1960. 

1 Kiirzlich auch McCunary, J. A., P. S. SypHprp and D. L. WaLkKInGToN: 
Mosses as possible sources of antibiotics. Science 181, 108 (1960). 
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Moose: Splachnum ampullaceum 3 1839/1a1, Splachnum amp. 2 1839/1b, 
Splachnum sphaericum 3 1839/2a, Haplodon sp. 1817/1, Funaria hygrometrica, 
Leptobryum piriforme (univalent) 1822/3, Leptobrywm pir. (bivalent) 1822/2, 
Bryum argenteum, Aulacomnium androgynum 1802/1, Mniwm hornum. AuBerdem 
wurden bei einigen Versuchen noch folgende Stémme benutzt: Ceratodon purpureus, 
Brachythecium rutabulum, Hypnum cupressiforme, Catharinaea undulata, Schisto- 
stega osmundacea 1837/1, Pogonatum aloides, Rhytidiadelphus squarrosus, Poly- 
trichum attenuatum. 

Cyanophyceen: Nostoc muscorum 1453/12, Anabaena cylindrica 1403/2, 
Phormidium sp. 1462/47. 

Chlorophyceen: Chlorella pyrenoidosa 211/8b, Chlorococcum humicola 213/1, 
Coccomyxa simplex 216/9, Coccomyxa elongata 216/3, Scenedesmus obliquus 276/3, 
Scenedesmus quadricauda 276/4. 


B. Versuchsmethodik 
1. Kulturmethoden 

Um alle Ergebnisse miteinander vergleichen zu kénnen, wurden samtliche 
Organismen in einem einzigen Nahrmedium kultiviert, das auf 1000 cm? bidestilliertes 
Wasser 0,4 g Ca(NO,).:4H,O0; 0,4 g KNO,; 0,2 g KH,PO,; 0,2 g MgSO,- 7H,0; 
0,2 g Pepton und 0,004 g Fe-Citrat enthielt®. Der pq-Wert betrug nach Sterilisation 
im Autoklaven 5,4; fiir feste Nahrbéden wurden 20g Agar (3 Tage gewassert) 
zugegeben. Der Peptonzusatz diente dem rascheren Erkennen von gelegentlichen 
Bakterieninfektionen und erwies sich auferdem als giinstig fiir Splachnen und 
Cyanophyceen. Alle Kulturen wurden an hellen Nordfenstern gehalten. 

Die Flissigkeitskulturen der Blaualgen und Moose enthielten einen Bausch 
Glaswolle, der die Nahrlésung bis zum Wasserspiegel durchsetzte; er diente fiir die 
Cyanophyceen als Kriechunterlage und erméglichte eine Oberflaichenkultur der 
Protonemen, wobei die meisten Moose besser als in Submerskultur gediehen; ein 
Teil der Faden wuchs im Laufe der Kulturdauer aber auch unter der Oberflache. 

Die normale Wachstumsgeschwindigkeit auf Agarplatten betrug unter unseren 
Versuchsbedingungen bei den Protonemen 1—3cm/Monat, bei den Blaualgen 
1—4 cm/Monat, je nach Art. 


2. Testmethoden 

Man kann die gegenseitige Beeinflussung von Organismen bekanntlich dadurch 
untersuchen, da man sie auf oder in einem Kulturmedium sich gemeinsam ent- 
wickeln laBt (Mischtest) oder daB man Filtrate von der gebrauchten Nahrlésung des 
Einzelorganismus herstellt und den anderen in diese tibertragt bzw. die Filtrate in 
den Nahrboden des anderen hineindiffundieren laBt (Filtrattest). Wahrend man im 
Filtrat einen ungiinstigen py-Wert verandern und Nahrstoffmangel durch 
Zugabe von Nahrstoffen beseitigen kann (WALLHAUSSER 1951), kénnen in Misch- 
kulturen auf Agarplatten aufer der Antibiose auch pq- und vor allem Nahrstoff- 
konkurrenzwirkungen (REuTHER 1957) vorliegen. Somit ist fiir den Hemmstoff- 
nachweis ein Filtrattest vorzuziehen. Andererseits gestattet die Untersuchung von 
Mischkulturen, die gesamte gegenseitige Beeinflussung von Organismen, von der 
die Antibiose nur ein Teil ist, iiber lange Zeitraume zu verfolgen. 


' Die Stimme mit Nummer stammen aus der Pringsheimschen Algensammlung, 
die Stamme ohne Nummer wurden selbst isoliert. 

* Nicht vdéllig bakterienfrei, doch machten die Kulturen einen sehr sauberen 
Eindruck. 

3 Fiir die Stammkulturen in Schragréhrchen wurde kein Peptonzusatz ver- 
wendet. 
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a) Quantitativer Mischtest 


Im Mischtest wurden die zu priifenden Organismen in einiger Entfernung von- 
einander auf Agarplatten geimpft (Harper 1911; OpPERMANN 1951). 


Um allseitig gleichmafiges 
Wachstum zu erreichen, wur- 
den die Petrischalen von 9 bis 
10cm @ zweimal tiaglich um 
90° in eine andere Richtung 
zum Licht gedreht (vgl. Borp 
1959). Zum Impfen der Moose 
und Blaualgen wurden Stiicke 
von6mm @ aus 5—6 Wochen 
alten Vorkulturen (auf Agar- 
platten) in 5—15 mm Abstand 
vom Rand ausgestanzt und 
auf etwa 2,5 mm dicken Agar- 
platten in 3cm_ Entfernung 
aufgeimpft (vgl. Abb. 1 und 2). 
Die Chlorophyceen wurden mit 
einer Impfése zu einem Fleck 
von 1,5—2cm @ ausgestrichen. 
In regelmaBigen Zeitabstanden 
wurde die Entfernung der Pro- 
tonemaspitzen bzw. der vor- 
dersten Cyanophyceenfaden 
(die Griinalgen breiteten sich 
nicht aus) vom Zentrum des 
Impfstiicks gemessen, und zwar 
in der Richtung 1. senkrecht 
auf den Konkurrenten (7' in 
Abb.1) und 2. in der Gegen- 
richtung (K,), sowie 3. senk- 
recht zu der Linie 7'-K, (K, in 
Abb.1), solange das Wachstum 
dort nicht vom Konkurrenten 
beeinfluBt war; aus den K- 
Werten wurde der Mittelwert 


gebildet. 0,5mm  Zuwachs/ 
Woche wurde noch beriick- 
sichtigt. 


Die MeBwerte erméglichten 
die Aufstellung von Wachs- 
tumskurven; fiir jeden Zeit- 
punkt wurde der antibiotische 

$ Zuwachs 7 
Quotient aQ = Wreaachaie 
-100 (OppERMANN 1951) er- 
rechnet und in ein Koordinaten- 
system eingetragen (Beispiele 
Abb.4). Hemmung und Férde- 
rung wurden nur gewertet,wenn 
T auBerhalb der Schwankungs- 


Abb. 1. Quantitativer Mischtest; Schema der Versuchs- 

anordnung. A Testorganismus; B Antagonist; J Impfstiick; 

T Wachstumsrichtung der Faden, deren Zuwachs als Test 

gemessen wurde; A,, K, Wachstumsrichtung der Fiden, 

deren Zuwachs als Kontrolle zu 7 diente; aiuBerer Kreis 
= Rand der Petrischale. Weiteres siehe Text 


4 


Abb. 2. Mischtest; Kombination von Splachnum amp. 
(links) und Nostoe muse. (rechts) 7 Wochen nach Beimpfung 
der Agarplatte. Nostoe hat das Wachstum von Splachnum 
gehemmt und wiichst selbst ungehindert tiber das 
Splachnum-Protonema hinweg 


20* 
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breite von K lag. Da Parallelkulturen einer Kombination ungleich rasch 
wachsen konnten, wurde der Tag des gegenseitigen Berithrens der Konkurrenten 
als zeitlicher Nullpunkt (f)) gewahlt, was den Vergleich aller Kombinationen 
miteinander erleichterte (siehe Abb.4). Jede Kombination wurde viermal an- 
gesetzt. 


b) Filtrattests 


Nach ergebnislosen Vorversuchen mit Einengung der Kulturfliissigkeit im Va- 
kuum und Filtration durch Membranfilter (eventuell Adsorption von Hemmstoffen, 
siehe OPpPpERMANN 1951; 
WaALLHAUSSER 1951; LIND- 
NER u. WALLHAUSSER 1955 
u.a.) wurde ein einfacheres 
Verfahren angewendet. Die 
Kulturen (in 200 em3-Erlen- 
meyerkolben mit 50 cm? 
Nahrlésung) enthielten im 
Zeitpunkt der Priifung ihrer 
antibiotischen Wirksamkeit 
stetsnur noch weniger als die 
Halfte der urspriinglichen 
Fliissigkeitsmenge!. = Der 
Rest wurde auf 25 cm? auf- 
gefiillt, so da die Konzen- 
tration der zu untersuchen- 
den Kulturlédsung 2:1 be- 
trug. Die Fliissigkeit wurde 
unter sterilen Bedingungen 
nach meist mehrfachem Ab- 
Abb. 3. Kanaltest; Schema der Versuchsanordnung. H Hemm- sitzenlassen (das freilich bei 
zone; I Impfstreifen; M,,M,1. baw. 2. Markierung; K Kon- Scenedesmus oft erfolglos 


trollfiiden; Z Testfiiden; R Rand der Petrischale; weiteres war), Abdekantieren und 
siehe Text 


Abpipettieren® durch einen 
mit dicht gepackter, teil- 
weise zerkleinerter Glaswolle etwa 2cm hoch gefiillten Trichter filtriert (gegebenen- 
falls auch mehrfach), bis die durchgelaufene Kulturfliissigkeit zellfrei (bei Moosen) 
bzw. fast zellfrei (bei Algen)*® war. 

a) Kanaltest mit Moosen. Ks wurde folgendermaBen verfahren: Etwa 2,5 mm 
dicke Agarplatten wurden mit je einem Agarstreifen mit Protonema (J in Abb.3) 
aus 4—5 Wochen alten Vorkulturen beimpft und zur Richtung des Lichteinfalls so 
eingestellt, dafs die auswachsenden Faden quer zur Langsrichtung des Impf- 
streifens positiv phototropisch wuchsen. Nach 2—3 em Wachstum wurde die Lage 
der einzelnen Protonemaspitzen unter dem Mikroskop auf der Unterseite der 
Petrischalen mit 'Tusche vermerkt (erste Markierung), und gleichzeitig wurde ein 


1 Das Austrocknen sehr alter Kulturen wurde durch Nachfiillen von sterilem 
aqua bidest. nach je etwa 3 Monaten verhindert. 

* Bei diesem Verfahren ging ein Grofteil der Fliissigkeit verloren; es wurden 
jedoch nur wenige Kubikzentimeter aus einer Kultur benétigt, weil jede Kom- 
bination mit Filtraten mehrerer Kulturen angesetzt wurde. 

* Vereinzelte noch vorhandene Zellen waren fiir kurzfristige Versuche bedeutungs- 
los. Bei langfristigen Versuchen trat unter Umstiinden nach einigen Wochen eine 
Griinfarbung auf; die betreffenden Kulturen wurden dann verworfen. 
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9 mm breiter, 7 cm langer Kanal parallel zur Richtung der Protonemafaden mittels 
zwei in 9mm Abstand miteinander verbundenen Lanzettnadeln aus dem Agar 
ausgeschnitten. 2—3 Tage spaiter wurde nach einer zweiten Markierung des Ortes 
der Protonemaspitzen (unregelmaBig gewachsene Faden blieben dabei unberiick- 
sichtigt) in den Kanal 1 cm? des auf seine Hemmwirkung zu untersuchenden 
Kulturfiltrats pipettiert; die im Filtrat enthaltenen Stoffe diffundierten seitwarts in 
den Agar und beeinfluBten das Wachstum der Protonemafiaden. Nach 48 Std wurde 
dann der Zuwachs jedes einzelnen Protonemafadens gemessen. Das Filtrat war 
nach 48 Std fast stets vom Agar aufgesogen. Wurde statt Filtrat ungebrauchte 
Nahrlésung oder aqua bidest. in den Kanal pipettiert, so trat keine Beeinflussung 
des Protonemawachstums auf. Als Test diente der Zuwachs der Faden in weniger als 
2cm Abstand vom Kanal, als Kontrolle der der weiter entfernten; der Einflu8 der 
Flissigkeit ging seitlich nie weiter als 1 cm. Jede Kombination wurde viermal 
angesetzt; insgesamt wurden Zuwachsmessungen an 15000 Protonemafaden 
vorgenommen. 


Bei der Auswertung der Messungen wurde folgendermaBen verfahren: Der 
Bereich von 0—20 mm seitlichem Abstand vom Kanal (7 in Abb.3) wurde (schon 
vor der Messung) in zehn dem Kanal parallele Zonen von je 2 mm Breite unterteilt 
(O—2, 2—4 mm usw. Abstand vom Kanal). Fiir jeden Protonemafaden wurde der 
antibiotische Quotient errechnet, indem der Zuwachs des Fadens auf den mittleren 
Zuwachs der Kontrollfaden (K in Abb.3) bezogen wurde (aQ = seers - 100); 
fiir jede der 2 mm breiten Zonen wurde dann der mittlere aQ berechnet. Beispiel: 
Bei der Wirkung von Mnium-Kaulturfiltrat auf Brywm lagen die aQ-Werte der 
einzelnen Protonemafaden in 0—2 mm Abstand vom Kanal in allen vier Kultur- 
schalen simtlich unter 100 (80, 85, 85, 86, 90, 91, 92, 92, 94, 94, 94); der mittlere aQ 
betrug 89, der dreifache mittlere Fehler + 5,6; der Mittelwert der zugehérigen 
30 Kontrollmessungen war 100 + 5,2. 


Die einzige Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Kanaltests ist emigermaBen 
gleichmaBiges und miteinander paralleles Wachstum der Faden; diese Methode 
diirfte daher z.B. auch fiir Pilze brauchbar sein. 


B) Tests mit Cyanophyceen. In Reagensglaser mit einem Gemisch von 1,5 cm® des 
auf seine Wirkung auf die Blaualgen zu priifenden Mooskulturfiltrates (Konzen- 
tration 2:1) und 3 cm frischer Nahrlosung sowie einem Bausch Glaswolle wurde je 
eine Ose voll Cyanophyceen aus 2 Monate alten Flissigkeitskulturen geimpft. Nach 
10 und 20 Tagen wurden Wachstum und Aussehen der Testkulturen mit dem in 
gleich alten Kontrollkulturen in frischer Nahrlésung (Konzentration 1/1 und 2/3) 
verglichen. Nach dem Grad des Wachstums und der Verfaérbung im Verhaltnis 
zu den Kontrollkulturen wurde die Hemmung mit Zahlen von eins bis fiinf 
charakterisiert (siehe Tab.3). Jede Kombination wurde mindestens fiinfmal, bei 
Verdacht auf Hemmung 10—15mal angesetzt, jede zugehérige Kontrolle fiinf- bis 
zehnmal. 


y) Tests mit Chlorophyceen. Hierzu wurden 1,5 em? des zu priifenden Mooskultur- 
filtrats (Konzentration 2:1) mit 2 cm? Nahrlésung und 1 cm* einer mit frischer 
Nahrlésung versetzten Algensuspension aus 2 Monate alten Fliissigkeitskulturen 
gemischt. Die Dichte der Suspension war so bemessen, daB die anfaingliche Zell- 
dichte in den Testréhrchen 100 Zellen/mm? betrug. Die Rohrchen wurden 6fters 
geschiittelt, um ein Festkleben der Algen zu verhindern. Nach 14 Tagen wurde die 
Zelldichte mit einer Zihlkammer nach Fuchs-Rosenthal bestimmt. Jede Kom- 
bination wurde fiinfmal angesetzt; je Kombination wurden etwa 1000 Zellen 


ausgezahlt. 
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3. Zur statistischen Sicherung der Ergebnisse 


Im folgenden sind hemmende und férdernde Wirkungen ausschlieBlich dann 
vermerkt, wenn diese Wirkungen 1. in allen (durchweg vier oder mehr) Parallel- 
kulturen einer Kombination feststellbar waren, und 2. das Wachstum der beein- 
fluBten Organismen gegeniiber dem der zugehérigen Kontrollen bei quantitativen 
Versuchen (Mischtest, Kanaltest, Test mit Chlorophyceen) um mindestens 10°/, 
bzw. bei Versuchen, in denen die Starke der Wirkung nur abgeschatzt wurde (Test 
mit Cyanophyceen, Versuche iiber die Ursachen morphologischer Veranderungen), 
um wenigstens etwa 20°/, verindert war. Alle mitgeteilten Filtrattest-Ergebnisse 
sind mit > 95°/, Wahrscheinlichkeit gesichert, Unterschiede gegentiber den Kon- 
trollen von > 17°/, lieBen sich durchweg mit -- 30 (= 99,73°/, Wahrscheinlichkeit) 
sichern. 


II. Ergebnisse 


A. Die gegenseitige Beeinflussung des Wachstums 
von Protonemen und Algen 


1. Der Wachstumsverlauf im Mischtest 


Die Messungen ergaben eine groBe Zahl verschiedenerWachstumskurven. 

Zum Beispiel blieb in einer Kombination von Funaria mit Chlorella das 
Wachstum der Testprotonemafiden (Z7'’ in Abb.1) normal, bis die 
Protonemaspitzen den Rand der Algenkolonie erreichten; in der darauf 
folgenden Woche betrug ihr Zuwachs dann nur noch 0,5 mm statt 4 mm 
der Kontrollfaden (K,,K, in Abb.1), und im weiteren Verlauf des Ver- 
suchs wuchs F'unaria im Bereich der Algenkolonie iiberhaupt nicht mehr 
weiter. Der antibiotische Quotient (aQ) betrug also vor f, (dem Zeitpunkt 
der Beriithrung mit dem Konkurrenten, hier Chlorella) 100, in der ersten 


Woche nach Ayes 100 = 12,5 und in den folgenden Wochen Null 


(véllige Hemmung). Tragt man diese Werte in ein Koordinatensystem 
ein, so erhalt man die Kurve 1b in Abb.4!. Bei Wiederholung des Versuchs 
ergaben sich ahnliche Werte; der Zuwachs der Testfaden lag in der ersten 
Woche nach f, stets zwischen 0,5 und 1,5 mm, der der Kontrollfaiden 
betrug 3,5—4 mm. Die antibiotischen Quotienten waren 


in Kulturschale Nr. 1 | 2 3 4 
in den Wochen vor fy | 100 100 | 100 100 
in der 1. Woche nach f, | 1250) 7a 38 40 26 
in der 2. Woche nach ¢, 0 | 0 0 0 
in der 3. Woche nach f, 0 | Om 0 0 
in der 4. Woche nach f, O'eiad 0 0 0 


1 Die Termine der Messungen richteten sich nach dem Beimpfungsdatum, nicht 
nach f); die Angabe ,,in der 1. Woche nach t)* bedeutet, da der MeBpunkt in den 
betreffenden Zeitraum fiel. 
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In anderen Kombinationen ergaben sich andere Kurven, z.B. bei der 
Hemmung von Splachnum amp. 2 durch Leptobryum pir. biv. (Kurve 26 
in Abb.4); hier blieb das Wachstum bis zur Beriithrung mit Leptobryuwm 


al) 
100 


100 


100 


100° 


ispiele fiir die im Mischtest beobachteten Zuwachskurven. Fur jeden Typ ist ein Beispiel 
ee ie sind MeBwerte aus je einer Kultur der betreffenden Kombination. Auf der Ene 
nate ist der antibiotische Quotient (aQ) als MaB fiir die Hemmung bzw. Forderung ees 
der Abszisse die Zeit in Wochen, bezogen auf den Termin des gegenseitigen Beritihrens (f,) om on- 
kurrenten; D Durchwachsen durch das Zentrum des Konkurrenten. la Hemmung von me ed 
pir. biv. durch Splachnum amp.?; 16 Hemmung von Funaria hygrometrica durch Chlorel eee 
Jc Hemmung von Leptobryum pir. biv. durch Bryum arg.; 2a Hemmung von Eplgahrum amp. $ ure 
Splachnum amp. 3; 2b Hemmung von Splachnum amp. 2 durch Leptobryum pir. biv.; ae a and 
von Mnium horn. durch Bryum arg.; 3b Durchwachsen von Nostoc muse. durch Haplodon- 5 ame) 
3c Durchwachsen von Anabaena cyl. durch Bryum-Protonema; 4 bF Durchwachsen on nabaena 
cyl. durch Splachnum amp. $-Protonema; Jaf Voriibergehende Forderung mit folgender Hemmung 

; von Funaria hygr. durch Coccomyxa elong. 
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zwar ebenfalls normal, aber der weitere Wachstumsverlauf war von dem 
oben beschriebenen verschieden : 


in Kulturschale Nr. 1 2 3 4 
aQ vor ty 100 100 100 100 
aQ in der 1. Woche nach fy 57 33 71 17 
aQ in der 2. Woche nach f, 100 100 57 45 
aQ in der 3. Woche nach f, 100 100 100 100 
aQ von der 4. Woche ab 0 0 0 0 


Das Wachstum wurde also nach einer voriibergehenden Hemmung 
in der 1., teilweise auch noch 2.Woche wieder normal und erst in der 
4.Woche endgiiltig eingestellt. 

Bei weiteren Kombinationen traten noch andere Kurvenbilder auf. 


a) Die Typen der Wachstumskurven 


Ohne hier schon auf die Organismenkombinationen naher einzugehen, 
bei denen die verschiedenen Méglichkeiten auftraten, sollen die Kurven 
zunachst klassifiziert und in einer Ubersicht zusammengestellt werden. 
Die wesentlichsten Typen sind in Abb.4 wiedergegeben; in manchen 
Fallen kamen noch gewisse Abweichungen vor, und mitunter gab es auch 
noch Ubergange zwischen den dargestellten Typen. 

Typ 1. Die Hemmung erfolgte rasch und trat entweder schon vor der 
Beriihrung des Partners (Abb.4, Ja) oder etwa gleichzeitig (1b) ein oder 
erfolgte erst nachher (1c); das Wachstum konnte fast schlagartig 
sistiert sein oder die Wachstumskurve fiel langsamer ab, unter Um- 
staénden ging der Hemmung eine voriibergehende Férderung (f) voraus 
(z.B. laf, Abb.4 rechts unten). Dieser Typus war, wie unten noch naher 
dargelegt werden wird, bei Moosprotonemen sehr haufig, vor allem bei 
Funaria, Leptobryum pir. biv. und Bryum, bei Cyanophyceen seltener. 

Typ 2. Vor der endgiiltigen Hemmung stieg die Wachstumsgeschwin- 
digkeit noch einmal wieder an oder blieb wenigstens fiir langere Zeit 
gleichmaBig vermindert (Abb.4, 2a—c). Bei den Splachnum-Arten, 
Haplodon, Aulacomnium, Mnium und der Blaualge Phormidium war 
dieser T'ypus haufiger als bei den anderen Moosen und Cyanophyceen. 

Typ 3. Der Bereich des Konkurrenten wurde durchwachsen, aber mit 
wenigstens zunadchst verringerter Geschwindigkeit; spiter wurde das 
Wachstum dann wieder rascher und konnte unter Umstainden (wie im 
Beispiel 3c, Abb.4) sogar zeitweilig iiber die Anfangsgeschwindigkeit 
hinaus ansteigen. Bei Cyanophyceen nicht selten, auBerdem auch bei 
Bryum in einer Kombination und als gelegentliche unregelmaBige Aus- 
nahme bei Leptobryum pir. un. (3b—c in Abb. 4). 

Typ 4. Der Bereich des Konkurrenten wurde ohne jede Hemmung, 
meistens sogar beschleunigt, durchwachsen (4bF in Abb. 4; F bedeutet 
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Foérderung als alleinige Art der Beeinflussung, ohne folgende oder vor- 
tibergehende Hemmung). Bei Blaualgen gelegentlich, bei Moosen nur in 
einem Fall und auch dann nicht regelmaBig. 

Frihzeitige Beeinflussung wie bei a der Typen 1 und 2 kam bei Typus 3 
kaum, bei 4 gar nicht vor; bei 4 war auch ¢ sehr selten, weshalb diese 
Kurven in Abb.4 nicht aufgenommen worden sind. 

Ahnliche Formen der gegenseitigen Beeinflussung wie bei den Moosen 
und Blaualgen sind auch von Pilzen bekannt (HarpER 1911; Opprr- 
MANN 1951; ReuTHER 1957). . 

Die Verteilung der Organismen-Kombinationen auf die verschiedenen 
Kurventypen ergibt sich aus Tab.1. In ihr ist angegeben, wie die 
10 Moose Splachnum amp. 3 und Q, Spl. sphaericum, Haplodon sp., 
Funaria hygr., Leptobryum pir. (uni- und bivalenter Stamm), Brywm arg., 
Aulacomnium andr. und Mnium horn. im Mischtest durch die ihnen 
gegentibergeimpften 10 Moosstémme, 3 Cyanophyceen und 6 Chloro- 
phyceen beeinflu8t wurden, und andererseits, wie die 3 Cyanophyceen 
Nostoc musc., Anabaena cyl. und Phormidium sp. auf die 10 Moosstémme 
reagierten. In einer Reihe weiterer Kombinationen von Ceratodon, 
Rhytidiadelphus, Schistostega, Polytrichum und Catharinaea miteinander 
und mit einigen der oben genannten Stéamme wurde kein andersartiges 
Verhalten gefunden. 


Bei den meisten Kombinationen war die Reaktion in den vier Parallelansitzen 
einheitlich; gelegentlich ergaben sich bei Wiederholung aber auch abweichende 
Kurven; so schwankte z. B. innerhalb der Kombination von Funaria mit Splachnum 
amp. & der Verlauf der Splachnum-Kurven zwischen Typ 1 und 2, in anderen Fallen 
kamen Schwankungen zwischen 2 und 3 oder 3 und 4 vor. Ks handelte sich dabei um 
Ubergange zwischen Typen, in denen der Kurvenverlauf eine gewisse Ahnlichkeit 
miteinander hatte (vgl. in Abb.4 etwa 2b mit 3b). Die Eingruppierung war also im 
allgemeinen ohne Schwierigkeiten méglich. Lediglich in einigen Versuchen mit den 
Moosen Leptobryum pir. un. und Mniwm horn. sowie der Cyanophycee Nostoc musc. 
traten zwischen den Parallelkulturen einer Kombination starke Unterschiede auf. 
Diese Falle diirften folzendermafen zu erklaren sein: Leptobrywm wuchs von allen 
Moosen am raschesten und konnte anscheinend seine Konkurrenten manchmal tiber- 
wachsen, ehe diese eine Hemmwirkung entwickelt hatten; Mniwm wuchs als 
Protonema sehr locker und hatte vielleicht deswegen nicht immer eine geniigende 
Hemmwirkung; die Blaualgen zeigten tiberhaupt haufiger Schwankungen als die 
Moosprotonemen, vermutlich, weil sich bei innen Wachstum und Kriechbewegung 


iiberlagern kénnen. 


b) Unterschiede im Verhalten von Moosen und Algen 


Aus der Gesamtheit der Kombinationen der Moose und Algen mit- 
einander (Tab. 1) ergab sich iiber die Reaktionsweise dieser Organismen- 
gruppen in groBen Ziigen folgendes: 

Wahrend bei den Blaualgen alle Typen von 1—4 nicht selten waren, 
traten bei den Moosen die Typen 3 und 4 fast nur in den eben genannten 
Sonderfiallen auf. DaB sie bei den Moosen tiberhaupt vorkamen, zeigt aber, 
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da8 sich Blaualgen und Moose im Mischtest nicht prinzipiell verschieden 
verhielten. 

Blaualgen wurden im Durchschnitt spater gehemmt als Moosproto- 
nemen und auch im Wachstum haufiger geférdert als diese. Die Férde- 
rung (vor allem von Anabaena durch Splachnum amp. 3, Splachnum 
sphaer., Haplodon, Leptobryum pir. biv. und Mnium, siehe Tab.1) war 
jedoch sehr wahrscheinlich nicht durch eine Ausscheidung fordernd 
wirkender Stoffe in das Substrat durch die Moose bedingt; Anabaena 
breitete sich namlich, wie dafiir angestellte Versuche zeigten, auch in 
»ktinstlichen Protonemen* aus strahlig angeordneten Glaswollfaden 
rascher aus als auf freiem Agar. Wahrscheinlich begiinstigte das Kondens- 
wasser, das haufig die Protonemafaden wie auch die Glaswollfaiden umgab, 
die Kriechbewegung der Cyanophyceen. 

Durch Griinalgen wurden die Protonemen im allgemeinen friiher und 
rascher gehemmt als unter der Wirkung von Blaualgen und Moosen, 
vermutlich, weil die Chlorophyceen sich auf dem Agar nicht ausbreiteten 
und ihre Wirkung dadurch auf einen kleinen Raum konzentriert war. 
Meistens erfolgte die endgiiltige Hemmung von Protonemen durch 
Chlorophyceen O—2 Wochen bzw. 0—5mm nach f&, durch Moose 
1—4 Wochen bzw. 2—8 mm nach ¢f, und durch Cyanophyceen 2 bis 
5 Wochen bzw. 3—11 mm nach 4. 


c) Besonderheiten bei den Moosen 

Hine gegenseitige Hemmung von Funaria-Protonemen ist auch schon 
von Bopp (1952, 1959) beobachtet worden, und zwar hemmten sich die 
Protonemen (im Abstand von 3—5 mm) nur im Caulonemastadium 
(Bopp 1959); dabei verhinderte die von den Caulonemen ausgehende 
Hemmung, daB bereits vorhandene Protonemen iiberwachsen wurden. 
Bei unseren Mischtests, bei denen die Moose in 3 em Abstand voneinander 
aufgeimpft wurden, war (auBer bei Leptobryum) bei gegenseitiger An- 
naiherung der Protonemen das Caulonema stets bereits entwickelt; ein 
gegenseitiges Uberwachsen von Protonemen kam bei Kombination von 
Protonemen der gleichen Art weder bei Funaria noch bei anderen Moosen 
vor und bei Kombination verschiedener Arten miteinander nur selten. 
Es ist durchaus denkbar, da das bei den Moosen so stark tiberwiegende 
Verhalten im Mischtest nach Typ 1 und 2 auf die gegenseitige Caulonema- 
hemmung zuriickzufiihren ist. 

An der Basis von Funaria-Pflanzen entstandene Rhizoiden wuchsen 
manchmal weiter in den Bereich des Konkurrenten hinein als das 
Protonema. Bei Leptobryum pir. un. wurde die Bildung von vielzelligen 
Brutkérpern am Protonema (CorRENS 1899; PrinasHErM 1921) vor 
allem in Kombination mit Splachnum amp. und Leptobrywm pir. biv. 
geférdert, wihrend der Zerfall alterer Chloronemafiden des gleichen 
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Mooses (wie auch von Funaria und Bryum) in Brutzellen (CoRRENS 1899) 
nicht beeinfluBt wurde. 


Auf die Ursachen der Hemmung im Mischtest wird bei der Behandlung 
der Filtrat-Versuche noch naher eingegangen werden. 


2. Versuche mit Filtraten 


Eigenschaften der auf ihre Hemmstoffe untersuchten Fliissigkeitskulturen: 
1.Cyanophyceen: Farbe der Algen dunkelgriin, Kulturlésung farblos oder 
schwach gelblich, py 6,6—7,5. 2. Chlorophyceen: Algen griin, Kulturlésung 
farblos, py 5,4—6,0. 3. Moose: Protonema meist griin (bei Funaria, Aulacomnium 
und Mnium braunlich), Pflanzen griin (Anzahl der in den Kulturen gebildeten 
Pflanzen: Splachnum amp. wenige, S. sphaer. 80—200, Haplodon 50—150, Funaria 
30—100, Leptobryum keine, Bryum 100—500, Aulacomnium 50—200, Mnium 
20—150), py-Werte 5,4—7,0. Alle Filtrate, deren Wirkung gepriift werden sollte, 
stammten aus 3 Monate alten, noch wachsenden Kulturen!. Im Winter wurde eine 
groBere Menge Impfmaterial verwendet, um nach 3 Monaten etwa die gleiche 
Menge Protonema wie zu den anderen Jahreszeiten zu erhalten. 


a) Die Wirkung von Algen- und Mooskulturfiltraten 
auf Protonemen (Kanaltest) 


Tab. 2 enthalt Beispiele dafiir, daB Hemmstoffe mit geringer Diffusions- 
geschwindigkeit (= geringe Hemmzonenbreite) starke Hemmwirkung 
(= niedrigen aQ) haben kénnen und umgekehrt (vgl. Abb.5); dem wiirde 
beim Bakterien-Lochtest im ersten Fall eine schmale klare Hemmzone 
entsprechen, im zweiten eine breite triibe. Der Kanaltest erlaubt also wie 
der Bakterien-Lochtest eine klare Unterscheidung derartiger Fille und 
dariiber hinaus eine zahlenmaBige Erfassung des Hemmungsgrades 
innerhalb der Hemmzone?. Durch die eindimensionale Diffusion im Kanal- 
test sind die Hemmzonen oft unscharf begrenzt (Abb.5a; die aQ-Werte 
nahern sich nur allmahlich dem Wert der Kontrollmessung), was aber 
meistens in den Schwankungsbereich der zugehérigen Kontrollmessungen 
fallt. DaB alle gemessenen aQ-Werte weit iiber Null lagen, war dadurch 
bedingt, daB die Protonemafiden zu Beginn des Tests in vollem Wachs- 
tum begriffen waren und noch um einen merklichen Betrag wuchsen, ehe 
der Hemmstoff sie in geniigender Konzentration erreichte. 


Ks gab keine Unterschiede in der Wirkung, wenn die Wiederholungen 

einer Kombination zu verschiedenen Jahreszeiten oder im Abstand von 
1—2 Jahren durchgefiihrt wurden. 
' Trockengewichtsangaben von Mooskulturen waren zwecklos, weil die Kulturen 
durchweg gleichzeitig Chloronema, Caulonema und Moospflanzen verschiedenen 
Alters enthalten, also physiologisch heterogen sind. Die verschiedenen Entwick- 
lungsstadien unterscheiden sich in ihrer Hemmwirkung (siehe Borr 1959 und 
unsere Ergebnisse). 

* Der Lochtest nach OpprrMANN (1951) ergibt nur einen aQ-Wert, der eine 
Funktion von Diffusionsgeschwindigkeit und Hemmstirke zugleich ist. 
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a) Filtrate von Algenkulturen. Die Blaualgen iibten in 5 von 18 Kom- 
binationen (= 28°/,) eine Hemmwirkung auf Moosprotonemen aus 
(Tab. 2); dabei war Nostoc muscorum unwirksam. Von den Griinalgen hatte 
nur Chlorella hiufig eine Hemmwirkung, Chlorococcum hemmte nur Lepto- 


i] Y é 


fé@mm 6 0 Y 6 
Abstand vom Kone/ 


Abb. 5. Beispiele verschiedener Hemmzonen im Kanaltest. a Wirkung von Splachnum sphaer. auf 

Haplodon sp.; Hemmzone schmal(2 mm), Hemmwirkung aber stark (aQ 52). b Wirkung von Splach- 

num amp. auf Leptobryum pir. un.; Hemmzone breit (bis 6 mm statistisch gesichert), Hemmstiirke 
aber nur miBig (a@Q 70). 


72mm 16 


Tabelle 2. Kanaltest-Ergebnisse; Wirkung von Filtraten 3 Monate alter Algen- und 
Mooskulturen auf wachsende Moosprotonemen 

Angegeben sind die Breite der Hemmzonen in Millimetern und dahinter die mittleren 

antibiotischen Quotienten in 0—2 mm Abstand vom Kanal. Antibiotische Quo- 

tienten unter 70 (starke Hemmung) sind fett gedruckt. — = keine Hemmung 


Wirkung auf die Moose 


ee Splachnum | Haplodon | Leptobryum feasriaid Mnium Funaria 

sphaer. sp. pir. un. CULT horn. hygr. 

Nostoc musc. — = = = = = 

Anabaena cyl. — _- — 4 mm, 67 = = 

Phormidium sp. | 2 mm, 78 — 2 mm, 88 | 4 mm, 66 — 4 mm, 64 

Chlorella pyr. 2 mm, 82 | 4mm, 78 | 2 mm, 89 — 2 mm, 87 

Chlorococc. hum. _ _ 2mm, 71 a = 

Coccomyxa simpl. = — — = 

Coccomyxa elong. - — — — = 

Scenedesmus obl. oo = — — = 

Scenedesm. quadr. — — = — = 

Splachn. amp. 3 | 2 mm, 81 | 4 mm, 74 — — 2mm, 63 

Spl. amp. & — 4mm, 76 | 8 mm, 70 _ 2mm, 65 

Spl. sphaer. 2 mm, 84 | 2 mm, 52 — = = 

Haplodon sp. — = 2 mm, 84 — - 

Funaria hygr. 4mm, 81 = — = 4 mm, 69 

Leptobryum p.un.| 4mm, 81 4mm, 53 | 2 mm, 85 Poy. _ 

Lept. pir. biv. = = — 8 mm, 88 _ 

Bryum arg. = == — 2mm, 77 — 

Aulac. andr. — 2mm, 70 — — — 

Mnium horn. 2mm, 83 | 6 mm, 51 _ 2mm, 89 — 
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bryum pir. un.; die Coccomyxa- und Scenedesmus-Arten waren wirkungs- 
los; es kam also nur in 17°/, der Kombinationen Antibiose seitens der 
Chlorophyceen vor. Die hier im Filtrattest unwirksamen Arten hatten im 
Mischtest aber durchaus Hemmwirkung gezeigt; Coccomyxa und Scene- 
desmus hemmten das Protonemawachstum im Mischtest in 7—10 der 10 
angesetzten Kombinationen sogar stark (vgl. Tab. 1). Bei Chlorella 
waren dagegen in 4 von 5 Kombinationen (gegen Splachnum sphaer., 
Haplodon, Leptobryum pir. un. und Mnium) Hemmstoffe im Filtrat nach- 
weisbar, und auch bei den Blaualgen war eine gewisse Ubereinstimmung 
bei den beiden Priifmethoden festzustellen: Das im Mischtest haufig stark 
hemmende Phormidium war im Filtrattest ebenfalls haufig wirksam! 
(gegen Splachnum sphaer., Funaria, Leptobryum pir. un. und Bryum), 
und die in Mischkultur nur in 2—3 von 10 Fallen stark hemmenden 
Nostoc musc. und Anabaena cyl. waren auch im Filtrattest nicht oder kaum 
wirksam. In einer Anzahl anderer Kombinationen bestand aber trotz 
friihzeitiger Hemmung im Mischtest keine entsprechende Wirkung im 
Filtrattest (z. B. bei Wirkung von Phormidium auf Haplodon und von 
Chlorococcum auf Mnium), so daB fiir die Hemmung im Mischtest auBer 
der Antibiose noch weitere Faktoren von Bedeutung sein miissen?. 

Insgesamt waren antibiotische Wirkungen von Algen auf Moose ver- 
haltnismaBig gering und selten, obwohl Nostoc muscorum, Anabaena 
cylindrica, Phormidium-Arten, Chlorella und Scenedesmus als Hemm- 
stoffbildner bekannt sind (PRatrrT u. Fone 1940; SpoEHR u. Mitarb. 1949; 
Kosa 1949; Lerhvre u. Jakos 1949; Lerivre, Jakos u. Nisper 1952; 
Pospisin 1953; Jakop 1954; BLaauw-JANSEN 1954; StEEMAN NIEL- 
SEN 1955; JoRGENSEN 1956). Anscheinend sind Moose gegen Stoff- 
ausscheidungen anderer Organismen ziemlich resistent. 

fb) Filtrate von Mooskulturen. Bei der Anwendung von Filtraten von 
Mooskulturen gegen Moosprotonemen im Kanaltest ergab sich in 40°/, 
der Kombinationen eine antibiotische Wirksamkeit; simtliche 10 Moose 
iibten eine Hemmwirkung aus, mindestens gegen je einen der 5 Partner 


' Bei dem nicht véllig bakterienfreien Phormidiwm scheidet eine Mitwirkung von 
Bakterien wohl aus, weil die Versuchskulturen keine sichtbaren Mengen von Bak- 
terien enthielten und Moose gegen Bakterien ziemlich widerstandsfaihig sind 
(PrincsHem 1921; WorsLER 1933); von geringen Bakterienmengen sind zudem nur 
fordernde Wirkungen auf Moose bekannt (BAUER 1942, 1956). 

* Kine Adsorption von Hemmstoffen bei der Filtration scheidet bei der hier 
angewendeten Methode fiir die Erklirung der Unstimmigkeiten aus. Auch eine im 
festen Substrat mégliche Anreicherung von Antibiotica in der nachsten Umgebung 
der Versuchspflanzen kann nicht zur Deutung herangezogen werden; wurden 
namlich Stiicke aus Moos- und Algenkulturen, die fiir sich allein auf dem gleichen 
Nahragar gewachsen waren und deren Alter dem der Mischtestkulturen entsprach, 
vor die Spitzen wachsender Protonemafiden gesetzt, so war nur in 20 von 144 Kom- 
binationen (Messungen an insgesamt 10000 Protonemafaden) eine Beeinflussung 
festzustellen. 
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(Tab.2). Die Wirkung der Moose war in diesen Versuchen deutlich von- 
einander verschieden, und zwar auch die der beiden Stimme von 
Splachnum amp. (3 und 2) und der von Leptobryum pir. (uni- und bi- 
valent); auf diese Verhaltnisse wird in der Diskussion noch niaher ein- 
gegangen werden. Die Fliissigkeitskulturen von Leptobryum enthielten 
im Alter von 3 Monaten nur Chloronema, das somit auch Hemmwirkung 
austiben kann (vgl. Mischkulturen). Bei Splachnum sphaer., Leptobryum 
und Bryum trat Selbsthemmung auf. Besonders wirksam waren die 
Splachnum-Stamme, Leptobryum pir. un. und Mniwm, besonders haufig 
empfindlich erwiesen sich die beiden Splachnaceen Splachnum sphaer. 
und Haplodon sp. Die Protonemafaden reagierten nur mit einer rever- 
siblen Hemmung; einige Tage nach der Messung des aQ zeigte sich, daB 
alle Scheitelzellen ihre Wachstumsfahigkeit behalten hatten. 

Obwohl bei Versuchen mit Filtraten von Splachnum sphaer., Funaria, 
Bryum und Mnium innerhalb der gleichen Kombination Kulturen ver- 
wendet wurden, in denen bei etwa gleicher Menge Protonema die Zahl 
der Moospflanzen (siehe oben) verschieden war (vgl. Bopp 1953), traten 
keine Unterschiede zwischen den Einzelergebnissen auf; demnach ging 
die Hemmwirkung nur vom Protonema aus. Auch zwischen Wachstums- 
geschwindigkeit und antibiotischer Wirksamkeit war keine Beziehung 
erkennbar; z. B. betrug sowohl bei dem etwa 1 cm im Monat wachsenden 
Mnium horn. wie bei dem in der gleichen Zeit etwa 3 cm vordringenden 
Leptobryum pir. un. die Zah] der Hemmfalle 3, die mittlere Hemmzonen- 
breite 3,3 mm und der mittlere aQ 74 bzw. 73. 

Zwischen dem Verhalten im Mischtest und dem Vorkommen von 
Hemmung im Kanaltest bestand bei den Kombinationen von Moosen 
miteinander eine gewisse Beziehung; so hatten die im Mischtest meist 
stark hemmend wirkenden drei Splachnum-Stamme auch im Kanaltest 
haufig (in 2—3 von jeweils 5 Kombinationen) antibiotische Wirkung, und 
die im Mischtest schwacher hemmenden Moose Leptobryum pir. biv., 
Bryum und Aulacomnium hemmten das Wachstum von Protonemen im 
Kanaltest nur in je einem Fall. Wahrend aber z. B. der starken Hemm- 
wirkung von Splachnum amp. 3, Spl. sphaer. und Leptobryum pir. un. auf 
Haplodon im Mischtest auch eine antibiotische Wirkung im Kanaltest 
entsprach, iibte andererseits Splachnum amp. 9 trotz starker Wirkung 
im Mischtest auf Splachnum sphaer. im Kanaltest keine Hemmung gegen 
dieses Moos aus, hatte umgekehrt jedoch im Kanaltest Hemmwirkung 
auf Haplodon und Leptobryum pir. un. bei weniger starker Hemmung im 
Mischtest. 


b) Die Wirkung von Mooskulturfiltraten auf Cyanophyceen 


In nur fiinf von 30 Kombinationen war eine Hemmwirkung der Moos- 
kulturfiltrate auf die drei Cyanophyceen nachweisbar (Tab.3). Die Starke 
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der Wirkung konnte im Laufe der 20tagigen Beobachtungsdauer zu- 
oder abnehmen; daB die Wirkung von Splachnum amp. 2 und Spl. sphaer. 
auf Anabaena nach 20 Tagen in einem Teil der Parallelversuche wieder 
geschwunden war, diirfte an der begrenzten Haltbarkeit der Hemmstoffe 
(vgl. Abschnitt C) liegen. Nur die Filtrate von Splachnaceen (Splachnum 
amp. ¢ und 9, Spl. sphaer., Haplodon sp.) und Funaria hatten anti- 
biotische Wirkung auf Cyanophyceen. Aufkochen der Kulturfliissigkeit 


Tabelle 3. Wirkung von Filtraten 3 Monate alter Mooskulturen auf Cyanophyceen 


Zeichenerklarung : — = keine Wirkung; 1 = Wachstum um etwa 25°/, schlechter als 
in den Kontrollkulturen; 2 = nur geringes Wachstum; 3—5 = kein Wachstum, 
und zwar 3= Algen blaB- oder gelbgriin, 4 = gelb, 5 = farblos, tot; 0 = die 
Wirkung wird gegen Ende des Versuchs tiberwunden. Die nicht eingeklammerten 
Ziffern geben die Starke der Hemmung nach 10 Tagen, die eingeklammerten nach 
20 Tagen Versuchsdauer an. Falle von starker Hemmung (2—5) sind fett gedruckt 


Wirkung auf die Blaualgen 
Filtrat von 


Nostoe muse. Anabaena cyl. Phormidium sp. 
Splachnum amp. 3 — - 1—2 (1—4) 
Splachnum amp. 2 — 1 (0O—2) -- 
Splachnum sphaer. _ 2 (0—4) —- 
Haplodon sp. 2 (2-38) — — 
Funaria hygr. ~- 2 (2—5) 


Leptobryum pir. an. — _ 
Leptobryum pir. biv. — _ _ 
Bryum arg. _ - — 
Aulacomnium andr. = = = 
Mnium horn. a = = 


beeinfluBte die Hemmstarke nicht. Die Cyanophyceen zeigten Verfarbun- 
gen, aber keine morphologischen Veranderungen. Die Férderung von 
Cyanophyceen im Mischtest kann wegen des Fehlens entsprechender 
Filtratwirkungen nicht durch Stoffausscheidungen der Moose verursacht 
sein (vgl. Mischtest). 

Kine Ubereinstimmung mit den Mischtest-Ergebnissen war insofern 
vorhanden, als in den beiden Fiillen, in denen die Hemmwirkung in Misch- 
kultur schon vor fy begann (Wirkung von Splachnum amp. 9 auf Anabaena 
und von Funaria auf Phormidium), auch eine antibiotische Wirkung der 
Kulturfiltrate festzustellen war; in den Kombinationen hingegen, in 
denen im Mischtest ein ungehindertes Durchwachsen der Blaualgen durch 
den Protonemabereich erfolgte, hatten die betreffenden Moose auch im 
Filtrattest keinerlei Hemmwirkung. 


c) Die Wirkung von Mooskulturfiltraten auf Chlorophyceen 


Die Zelldichte in den Kontrollkulturen der Algen ohne Moosfiltrat- 
zusatz stieg von 100 Zellen/mm* zu Beginn der Versuche auf 478 bei 


Wechselbeziehungen zwischen Moosen und Algen in Reinkultur 309 


Chlorella, 1697 bei Coccomyxa simpl., 549 bei Coccomyxa elong., 487 
bei Scenedesmus obl. und 590 bei Scenedesmus quadr. Auf diese Zahlen 
wurden die Zellzahlen in den mit Filtrat versetzten Kulturen bezogen, wo- 
durch der aQ berechnet wurde (Tab.4). 

Nur die Coccomyxa-Arten wurden in 9 von 20 Kombinationen beein- 
fluBt, Chlorella und Scenedesmus wurden weder gehemmt noch gefordert. 
Aulacomnium andr. ibte Hemmung auf Coccomyxa simpl. aus (aQ = 83), 


Tabelle 4. Wirkung von Filtraten 3 Monate alter Mooskulturen auf das Wachstum 
von Grinalgen 
Die Zahlen geben die antibiotischen Quotienten an (unter 100 = Hemmung, tiber 
100 = Férderung); — = keine Wirkung. Wenn der Zuwachs der Algen um mehr 
als 30°/, tiber dem der zugehérigen Kontrollkulturen lag, sind die Ziffern fett 
gedruckt (starke Wirkung) 


Wirkung auf die Griinalgen 


Filtrat von Chlorella Coccomyxa Scenedesmus 
pyr. simpl. elong. obl. quadr. 
Splachnum amp. 3 — 122 147 — Se 
Splachnum amp. 2 -— — — = ae 
Splachnum sphaer. — — — = a 
Haplodon sp. — _ _ — — 
Funaria hygr. _ — 143 — — 
Leptobryum pir. un. — 144 _ — — 
Leptobryum pir. biv. — 143 115 _ — 
Bryum arg. — 118 — —_ = 
Aulacomnium andr. _ 83 — — - 
Mnium horn. — 116 _ — — 


sonst traten nur fordernde Wirkungen auf. Aufkochen der Kulturlosung 
veranderte die Wirkung nicht. Die Zellen von Coccomyxa simpl. waren 
unter der Wirkung von Leptobryum-Filtrat haufig rundlicher als sonst. 
Trotz der vielen Falle ohne Wirkung zeigten die Versuche doch eindeutig, 
daB eine Férderuug der Algenvermehrung auch durch lebende Moose er- 


folgen kann. 


d) Die Hemmwirkung von Moosen auf Bakterien 


Diese Versuche lagen auBerhalb des eigentlichen Arbeitsplanes, 
Filtrate aus 3 Monate alten Mooskulturen hatten im Lochtest keine anti- 
biotische Wirkung auf Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis und Esche- 
richia coli. Andererseits waren im Vitaltest (mit Stiicken von 9mm @ 
aus Plattenkulturen von Moosen) einige Moose wirksam: 2 Monate alte 
Protonemen von Leptobryum pir.un. hatten schwache Wirkung auf 
Bac. subtilis (3mm breite triibe Hemmzone), und Catharinaea undul. 
hemmte im gleichen Alter Staph. aureus (4—5 mm triibe Hemmzone) 


und Bac. subtilis (6mm klare Hemmzone). Im Alter von 4 Monaten 
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waren wirksam: Funaria hygr. (2mm klare Hemmzone bei Staph. 
aureus, 4mm triibe Hemmzone bei Bac. subtilis), Brywm arg. (2—3 mm 
triibe Hemmzone bei Staph. aureus), Pogonatum al. (2 mm triibe Hemm- 
zone bei Esch. coli), und Brachythecium rut. (2 mm triibe Hemmzone bei 
Bac. subtilis). Die Splachnum-Arten, Haplodon, Leptobryum pir. biv., 
Aulacomnium, Mnium, Schistostega, Ceratodon und Hypnum waren gegen 
die Bakterien nicht antibiotisch wirksam. Zu einer Férderung der Bak- 
terien kam es nirgends. 


3. Vergleich zwischen Mischtest- und Filtrattest-Ergebnissen 


Betrachtet man die Verhaltnisse bei den Griinalgen wegen ihrer 
fehlenden Ausbreitungsfahigkeit im Mischtest als Sonderfall und 
beriicksichtigt bei einem Vergleich von Mischtest- und Filtrattest-Ergeb- 
nissen nur die Wirkungen von Protonemen und Blaualgen, so ergibt sich 
folgender Zusammenhang: Starker Hemmung im Mischtest (Typen 1a, 
1b, 2a) entsprach in 44°/, der Kombinationen (12 von 27) eine Hemmung 
im Filtrattest, schwacherer oder fehlender Hemmwirkung im Mischtest 
(iibrige Typen) entsprach in nur 25°/, der Falle (18 von 71) eine Hemm- 
wirkung der Filtrate. Auch eine starke Hemmung im Mischtest leB sich 
also nur in einem Teil der Kombinationen auf Antibiose zuriickfiihren. 


Als Ursache der Hemmung fiir diejenigen Falle, in denen trotz Hem- 
mung im Mischtest keine Antibiose im Filtrattest gefunden wurde, kommt 
in erster Linie Nahrstoffkonkurrenz in Frage, die bei Moosen und Algen 
fast allgemein nachweisbar war (Naheres siehe folgendes Kapitel). Da 
sich keiner der beobachteten Mischtesttypen auf einen der Faktoren allein 
zuriickfiihren lieB, sind die Typen demnach allein durch die Starke der 
jeweiligen Konkurrenz bedingt, die in der Reihenfolge 4< 3<2<1 
wie auch c < b < aansteigt. Die sehr starke Wirkung der Chlorophyceen 
im Mischtest zeigt, das auch die Wuchsform der Organismen fiir ihre 
gegenseitige Beeinflussung Bedeutung hat. 


B. Morphologische Verinderungen an Moosen und Algen 
1. Vertinderungen in Mischkulturen 


Algen. Verainderungen im Vergleich zu den Kontrollen traten nicht auf; 
gelegentliche Verfarbungen waren nicht reproduzierbar. 


Protonemen. Die in alteren Teilen der Protonemen allgemein auf- 
tretenden Luftfaden (SrRverraz 1913; PrinasHErm™ 1921; WorsLER 1933; 
Autsopp u. Mirra 1958) traten in manchen Kombinationen unter Ein- 
fluf8 von Algen und Moosen im Bereich der Hemmzonen besonders haufig 
auf (z. B. bei Leptobryum iiber dicht gewachsenem Nostoc musc.). In 
einer Reihe von Fallen wurde im Hemmungsbereich die seitliche Ver- 
zweigung der Faden weitgehend unterdriickt, z. B. bei Splachnum amp. 3 
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durch Anabaena und Chlorophyceen; eine Erhéhung der Zahl der Ver- 
zweigungen kam dagegen kaum vor. In einigen Fallen (besonders bei 
Leptobryum) waren die Protonemaspitzen zugleich diinner als sonst und 
farblos. Kine Wegkriimmung der Protonemafaden von den Konkurrenten 
(Blaualgen und Moosproto- 
nemen) war bei Mnium horn. 
sehr haufig (Abb.6), sonst 


selten. 


2. Verdénderungen in 
Kulturfiltraten 


Aus den Versuchen mit 
Kulturfiltraten muBte sich er- 
geben, ob die genannten Ver- 
anderungen durch Antibiose 
oder Nahrstoffkonkurrenz zu- 
stande kamen. 

Die auf antibiotischen Wir- 
kungen beruhenden Veran- 
derungen in Wachstum und Matum Solachnum 


Gestalt der Versuchsp flanzen Abb. 6. Wegkriimmung der Protonemafiden von Mnium 


lieBen sich von den durch — hornwm vom Konkurrenten (hier Splachnum amp. @). Es 
sind nur dielangsten Paden eingezeichnet, Verzweigungen 


Nahrstoffkonkurrenz beding- Wandslassen 

ten leicht trennen, indem die 

Kulturfiltrate mit frischer Nahrlosung versetzt wurden; bei langerer Ver- 
suchsdauer ergaben sich dabei auch Anhaltspunkte fiir die Dauer der Hemm- 
wirkung (siehe Abschnitt C).Wie sich herausstellte, hielt die Henmwirkung 
fast stets nur wenige Wochen an; durch Parallelversuche zu deneben genann- 
ten ohne Zusatz frischer Nahrlosung zum Kulturfiltrat konnte daher bei 
langerer Versuchsdauer auch die Wirkung der Nahrstoffkonkurrenz (nach 
Abklingen der zeitlich begrenzten Hemmstoffwirkung) untersucht werden. 


Fiinf Moos- und vier Algenarten (Splachnum amp. 3, Funaria, Leptobryum pir. 
un., Bryum arg., Mnium horn.; Chlorella, Coccomyxa simpl., Scenedesmus obl., 
Anabaena) wurden in Kulturfiltraten aus 6 Monate alten, noch nicht autolysierten 
(siehe unten) Kulturen der gleichen Arten mit und ohne Zusatz von Nahrlosung 
gezogen, und zwar in Reagensglasern mit 1. je 1,5 cm* Kulturfiltrat (Konzentration 
2:1) und 3 cm? frischer Nahrlésung, 2. je 1,5 cm® Kulturfiltrat und 3 cm® aqua 
bidest. (um die gleiche Hemmstoffkonzentration wie unter 1. zu erhalten), und 3. zur 
Kontrolle in 4,5 cm? unverdiinnter und auf 1/10 verdinnter frischer Nahrlésung 
sowie in aqua bidest. Die vorhandenen py-Unterschiede (5,4—7,5) beeinfluBten das 
Wachstum der Algen und Moose (vgl. PrrncsHem 1935; Atusorr u. Mirra 1958) 
nicht wesentlich. Jede Kombination wurde viermal angesetzt. 


In den Kulturen der Algen und Moose in Kulturfiltraten ohne Zusatz 


frischer Nahrlésung (also, bei Nahrstoffmangel) traten im Laufe der 
21* 


~———— 
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6—10wéchigen Versuchsdauer in den meisten Kombinationen eine 
allmihliche Wachstumshemmung und fast stets morphologische Ver- 
ainderungen auf. Lediglich Mniwm horn., das von einem nahrstoffarmen 
Standort isoliert worden war, zeigte keinerlei Wachstumshemmung 
durch Nahrstoffkonkurrenz!; unter den Algen war Coccomyxa simpl. am 
wenigsten empfindlich (Hemmung in zwei von fiinf Kombinationen). 

Bei den Algen traten durch Nahrstoffkonkurrenzwirkung von Moosen 
im wesentlichen folgende Verénderungen auf: Anabaena wurde in der 
Mehrzahl der Falle blaBgriin oder gelblich; bei Chlorella waren Riesen- 
zellen ziemlich haufig, auBerdem traten in Funaria- und Mniwm-Kaultur- 
fliissigkeit auch abnorme Zellformen auf; die Zellen von Coccomyxa 
simpl. waren in allen Kombinationen starker abgerundet als in 1/1 Nahr- 
losung; Scenedesmus wuchs vorwiegend in vierzelligen Kolonien (in 
1/1 Nahrlosung 1 —2zellig). 

Auch die Moosprotonemen zeigten bei Entwicklung in verbrauchter 
Kulturlésung von Algen und Moosen verschiedene Gestaltsveranderun- 
gen: Bei Splachnum amp. 3 war stets die seitliche Verzweigung der 
Protonemafiaden gehemmt (wie oft im Mischtest), auBerdem waren die 
Fadenzellen fast immer rundlich statt gestreckt. Funaria-Protonemen 
zerfielen stets mehr oder weniger weitgehend in Brutzellen (CoRRENsS 1899 
fand diesen Zerfall in verdiinnter Nahrlésung) ; die seitliche Verzweigung 
war nur in Kulturlésung von Splachnum amp. 3 und Leptobryum pir. 
un. gehemmt. Leptobryum-Protonema teilte sich stets fast vollstandig in 
Brutzellen und kurze Protonemabruchstiicke?; das gleiche trat in 
schwicherem MaBe auch bei Bryum auf. Bei Mniwm war die seitliche 
Verzweigung in Algenkulturfliissigkeit nur selten, in Mooskulturfiltrat 
stets mehr oder weniger unterdriickt. 

Die Versuche zeigten also eine allgemeine Verbreitung der Nahrstoff- 
konkurrenz, so daB sich die im Mischtest beobachteten Wachstums- 
hemmungen wie auch gewisse Verdinderungen (besonders der Ver- 
zweigung) weitgehend auf diesen Konkurrenzfaktor zuriickfiihren lassen. 
Die hier untersuchten Kulturen waren zwar alter als die Mischkulturen, 
doch muB bei Kultur auf Agarplatten (wie im Mischtest) eine értliche 
Nahrstofferschépfung im Bereich der Algenkolonien und Protonemen 
schon viel friiher auftreten. 


1 Fir die Hemmung von Mniuwm im Mischtest kann infolgedessen der Nahrstoff- 
mangel keine wesentliche Rolle gespielt haben; in der Mehrzahl der Mischtest- 
Kombinationen war die Hemmung auch mehr durch die Wegkriimmung der 
Mnium-Faden bedingt (vgl. Abb.6). 

* Leptobryum pir. zerfiel nach einigen Wochen auch in 1/1 Nahrlésung. Beimpfte 
man Fliissigkeitskulturen mit einer solechen Aufschwemmung von Brutzellen, so 
wuchs Leptobrywm standig als zunehmend dichter werdende Suspension ein- bis 
wenigzelliger Protonemabruchstiicke. Vielleicht ergibt sich aus diesem Befund eine 
Moglichkeit zur Massenkultur von Moosprotonemen. 
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In den Kulturen der Algen und Moose mit Zusatz frischer Nahrlosung 
(also bei Ausschaltung des N&hrstoffmangels, aber Anwesenheit von 
Stoffausscheidungen) waren morphologische Veranderungen (und auch 
Wachstumshemmungen, siehe Abschnitt C) seltener als durch Nahrstoff- 
konkurrenz: 

AuBer Coccomyxa simpl., deren Zellen bei gleichzeitiger Wachstums- 
forderung durch Leptobryum starker abgerundet waren (wie auch schon 
in Filtraten 3 Monate alter Leptobrywm-Kulturen) zeigte keine Alge 
merkliche Gestaltsveriinderungen. Bei den Moosprotonemen kam es in 
einigen Kombinationen zu einer teilweisen Unterdriickung der seitlichen 
Verzweigung, und zwar bei Funaria unter Wirkung von Splachnum 
amp. 3, Funaria und Leptobryum, sowie bei Splachnum amp. 3 unter 
Wirkung von Anabaena; bei Splachnum amp. 3 waren die Fadenzellen 
in dem genannten Fall abgerundet. AuBerdem zerfiel Funaria-Protonema 
unter Wirkung von Chlorella-Kulturfiltrat in Brutzellen. Die Verainderun- 
gen durch Stoffausscheidungen waren also die gleichen, die auch 
bei Nahrstoffkonkurrenz auftraten. 


C. Beziechungen zwischen Kulturalter und antibiotischer 
Wirksamkett von Moosprotonemen 


Die Priifung der antibiotischen Wirksamkeit von Mooskulturen ver- 
schiedenen Alters wurde mit Kulturen von 6 und 12 Monaten vorgenom- 
men und mit denen von 3 Monaten Alter verglichen. Die Protonemen in 
den 12 Monate alten Kulturen zeigten — im Unterschied zu den 3 und 
6 Monate alten Kulturen und unabhangig von der Anzahl der gebildeten 
Moospflanzen — eine mehr oder weniger starke Autolyse; ihre Zellen 
waren zum Teil inhaltsleer. 


1. Filtrate von 6 Monate alten Mooskulturen 

Die Kulturfiltrate wurden mit der doppelten Menge frischer Nahrlésung gemischt 
(auf 1,5 cm? Filtrat 3 cm* Nahrlésung; weiteres siehe voriges Kapitel) und dann 
beimpft; jede Kombination wurde viermal angesetzt. 

Die Filtrate der 6 Monate alten Mooskulturen (Tab.5—6) wirkten 
haufiger hemmend bzw. férdernd als die frither (vgl. Tab.2—4) schon 
untersuchten Filtrate 3 Monate alter Kulturen. Die fordernde Wirkung 
von Splachnum amp. 3, Leptobryum pir. un., Bryum und Mnium machte 
sich auch schon bei den 3 Monate alten Kulturen geltend, wahrend die 
fordernde Wirkung der 6 Monate alten Kulturen von Splachnum amp. 3 
auf Chlorella und Scenedesmus obl. sowie die von Leptobryum pir. un. auf 
Chlorella neu auftraten; auch die Hemmung von Chlorella und Scenedes- 
mus obl. durch Mnium horn. war vorher noch nicht feststellbar (die 
Hemmwirkung von 3 Monate altem Aulacomnium auf Coccomyxa war 
also kein Einzelfall in den Kombinationen von Moosen mit Griinalgen). 
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Tabelle5. Wirkung von Filtraten 6 Monate alter Mooskulturen aufdasWachstum vonAlgen 
Hemmwirkungen sind in Grade von 1—4 eingeteilt (1 = Wachstum um etwa 20°/o 
schlechter als das der Kontrollkulturen in 1/1 Nahrlésung, 4 = fast gar kein 
Wachstum); f = Férderung um etwa 20°/, gegentiber den Kontrollkulturen in 
1/1 Nahrlésung ; F = Forderung noch starker als f; — = keine Wirkung. Die Dauer 
der Wirkung ist in () gesetzt (W. = Wochen). Falle starker Wirkung sind fett gedruckt 


— 


Wirkung auf die Algen 
Filtrat von 
Chlorella pyr. es ane Anabaena cyl. 
Splachnum amp. 3 f (2 W.) F (5 W.) f (1 W.) - 
Funaria hygr. _ _ _ — 
Leptobryum pir. un. f (2 W.) F (5 W.) — _ 
Bryum arg. _ F (6 W.) = -- 
Mnium horn. 1 (6 W.) f (2 W.) 2 (5 W.) -- 


Tabelle 6. Wirkung von Filtraten 6 Monate alter Algen- und Mooskulturen auf das 
Wachstum von Protonemen 
Zeichenerklarung siehe Tab. 5. Wenn einer Hemmung eine voriibergehende 
Férderung folgte, ist hinter der Dauer der Hemmwirkung + f vermerkt 


Wirkung auf die Moose 


Filtrat von 


Splachnum Funaria hygr. Leptobryum Bryum Mnium 

amp. 3 pir. un. arg. horn. 
Anabaena cyl. _ _ -- 1 (2 W.) — 
Chlorella pyr. 1 (4 W.) _ — — -- 
Coccomyxa simpl. —_ — _ _ _ 
Scenedesmus obl. — -- _ -- — 
Splachnum amp. 3 — -- 4 (10 W.) — 2 (3 W.) 
Funaria hygr. _ 2(3 W.) | 2(83 W.+f) | £(3 W.) | 2(3 W.) 
Leptobryum pir. un. - 1 (2 W.+ f) 3 (3 W.) _ — 
Bryum arg. — 1(2W.) | £(3 W.) —_ 
Mnium horn. — _ 2 (2 W.) —— 2 (6 W.) 


Die Selbsthemmung von Leptobryum pir. un. war starker als nach 
3 Monaten, und die Hemmwirkung von Splachnum amp. 3, Funaria, 
Bryum und Mnium auf Leptobryum pir. un. trat iiberhaupt erst in den 
6 Monate alten Kulturen auf (Tab.6). Auch die Selbsthemmung von 
Mnium horn. wurde erst in 6 Monate alten Kulturen beobachtet, wahrend 
Mnium durch Splachnum amp. 3 und Funaria auch schon im Kanaltest 
gehemmt worden war. 

Der einzige Fall, in dem die im Alter von 3 Monaten vorhandene 
Hemmwirkung nach 6 Monaten verlorengegangen war, war die Selbst- 
hemmung von Brywm, die in eine Férderung umgeschlagen war!; sonst 


1 Man kénnte hier vielleicht vermuten, daB die Hemmwirkung nach 3 Monaten 
durch die tiberoptimale Konzentration eines fordernden Stoffes bedingt gewesen 
sei; dann hatte jedoch im Kanaltest auBerhalb der Hemmzone eine Férderungszone 
auftreten miissen, was nicht der Fall war. 
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war die Hemmwirkung iiberall auch nach sechsmonatiger Kultur der 
Moose nachweisbar oder trat sogar erst in diesen alteren Kulturen auf?. 

Die Hemmwirkung der Moose hielt, wie Tab.5 und 6 zeigen, in Gegen- 
wart der in die Gemische von Kulturfiltrat und Nahrlésung hinein- 
geimpften Moose und Algen meist nur 2—3 Wochen an; die Hemm- 
wirkung von Mnium-Filtrat auf Griinalgen dauerte 5—6 Wochen an, 
die Selbsthemmung von Mnium 6 Wochen, und die Hemmwirkung von 
Splachnum amp. 3-Filtrat auf Leptobrywm pir. un. war noch nach 
10 Wochen sehr stark. Die fordernden Wirkungen waren je nach Kom- 
bination 1—6 Wochen lang feststellbar. 


2. Filtrate von 1 Jahr alten Mooskulturen 


Die alten Protonemen von Splachnum, Leptobryum und Brywm waren griin bis 
braunlich, die von Haplodon, Funaria, Aulacomnium und Mnium braun; bei 
Splachnum sphaer., Funaria, Haplodon, Leptobryum und Bryum waren sie weit- 
gehend autolysiert, bei den anderen nur zum Teil. Die Moospflanzen waren bei 
allen Moosen wenigstens zum Teil noch griin, ein Teil braun. Anzahl der Pflanzen je 
Kolben bei Splachnum amp. je 10—150, Spl. sphaer. 200 —1000, Haplodon 200 —400, 
Funaria 100—400, Leptobrywm wenige, Bryum 500—1000, Aulacomnium 150—600, 
Mnium 100—300. Die Kulturfliissigkeit war mehr oder weniger braunlich (vel. 
BaveEr 1959), bei Awlacomniwm und Mnium braun bis dunkelbraun. Die pg-Werte 
lagen zwischen 6,4 und 8,0, nach Mischen mit Nahrlésung (fiir Algentests) zwischen 
5,7 und 6,4. Als Testorganismen dienten die Moose Leptobryum pir. un. und Bryum 
arg. sowie die Algen Nostoc musc., Anabaena cyl. und Coccomyxa simpl. 


Aus Tab.7 ergibt sich, daB die Filtrate dieser alten Kulturen fast 
allgemein starke Hemmwirkungen auf Moosprotonemen hatten, hin- 
gegen meist stark foérdernd auf Coccomyzxa wirkten, wahrend die Cyano- 
phyceen nur ganz selten beeinfluBt wurden. In zwei Fallen (unter Wir- 
kung von Splachnum sphaer. und Leptobryum pir.un.) kam es zu einer 
irreversiblen Hemmung der Scheitelzellen von Leptobryuwm: Die Scheitel- 
zellen nahmen ihr Wachstum nach einigen weiteren Tagen nicht wieder 
auf, sondern eine der folgenden Zellen ititbernahm dann die Rolle der 
alten Scheitelzelle, die unter Umstanden abstarb. 

Eine Beziehung zum Vorkommen der braunen Farbstoffe in der 
Kulturlésung war nicht erkennbar; die Farbstoffe diffundierten im 
Kanaltest ebenfalls in den Agar hinein, doch gab es bei Leptobryum pir. 
biv. und Aulacomnium braungefarbte Zonen ohne gleichzeitige Hemm- 
wirkung, bei den Splachnen umgekehrt Hemmzonen ohne deutliche 
Braunfarbung und bei Haplodon, Funaria, Leptobryum pir. un. und 
Bryum innerhalb einer Kombination braune Zonen verschiedener 


1 Die Algen waren in entsprechenden Versuchen (Tab.6, obere Halfte) weniger 
wirksam als vorher. Wahrend die Hemmwirkung von Anabaena auf Brywm erhalten 
geblieben war, hatte Chlorella ihre Hemmwirkung auf Leptobrywm pir. un. und 
Mnium ganz verloren. Coccomyxa simpl. und Scenedesmus obl. waren genauso 
unwirksam wie im Kanaltest. 
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Tabelle 7. Wirkung von Filtraten 1 Jahr alter Mooskulturen auf das Wachstum 
von Protonemen und Algen 
Zeichenerklarung: Bei Wirkung auf Moose sind die Breite der Hemmzone und 
dahinter der antibiotische Quotient in 0—2 mm Abstand vom Kanal eingetragen; 
bei Wirkung auf Blaualgen die Starke der Hemmung in Graden von 0—5 (vgl. 
Tab.3) nach zehntiagiger Versuchsdauer und dahinter in () die nach 20 Tagen; bei 
Wirkung auf Griinalgen der aQ und in () die Veranderung des aQ durch Auf- 
kochen der Kulturfliissigkeit. a@Q unter 100 = Hemmung, iiber 100 = Forderung; 
— = keine Wirkung; Falle von starker Wirkung sind fett gedruckt (Unterschiede 
gegeniiber den zugehérigen Kontrollen gréBer als + 30°/9) 


Wirkung auf 


Filtrat von Moose Blaualgen Griinalgen 
Leptobryum | prywm arg.| Nostoc muse. | 4%#2aena Coccomyza 
pir. un. cyl. simpl. 
Splachnum amp. 3 2mm, 73 | 2mm, 83 _ 2 (0—5) 169 
Splachnum amp. ° 2mm, 87 | 6mm, 70 _ — 186 
Splachnum sphaer. 10 mm, 34 | 4mm, 80! 1—2 (1—4)|0—3 (2—4) 159 
Haplodon sp. 2 mm, 48 _ _ _ 131 
Funaria hygr. 2 mm, 541| 2 mm, 79 — — 163 (144) 
Leptobryum pir. un. 8 mm, 34 _ — — _ 
Leptobryum pir. biv. — (nicht un- -- — 193 (128) 
tersucht) 
Bryum arg. 4mm, 66 | 2 mm, 87 -- = 136 
Aulacomnium andr. — _ — _ 115 
Mnium horn. 2 mm, 88 — — — — 


1 In diesem Fall lagen nur wenige MeBwerte vor. 


Breite (die Kulturlésungen waren verschieden stark gefairbt) bei Hemm- 
zonen gleicher Breite. 

Aufkochen der Kulturfliissigkeit verminderte die fordernde Wirkung 
auf Coccomyxa simpl. in zwei Fallen. 

Im Vergleich mit den Wirkungen 6 Monate alter Kulturen (Tab.5—6) 
lieB sich in den 12 Monate alten Kulturen eine weitere Steigerung der 
Wirkung feststellen ; so tibte Splachnum amp. 3 nun auch eine Hemmung 
auf Bryum und Anabaena aus, Funaria hemmte jetzt Bryum und for- 
derte Coccomyxa simpl., und Bryum zeigte wieder eine Selbsthemmung. 
Nur die fordernde Wirkung von Leptobryum pir. un. und Mnium auf 
Coccomyxa war im Alter von 12 Monaten geschwunden. 

Wie oben schon gesagt wurde, war die Anzahl der an den Protonemen 
entwickelten Pflanzen in den Parallelansitzen der einzelnen Kom- 
binationen zum Teil verschieden groB. Das war aber ohne EinfluB auf die 
Wirksamkeit der Viltrate ; fiir die Wirkungen muB also auch hier in allen 
Fallen das Protonema maBgebend sein. Da die jiingeren, nicht auto- 
lysierten Kulturen wesentlich seltener bzw. schwécher wirksam waren, 
kann man einen Zusammenhang zwischen Hemmwirkung und Autolyse- 
vorgangen vermuten, wie er auch bei anderen Organismen bekannt ist 
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(siehe DrerzEet u. Mitarb. 1951, Rreppy-BaLpEs 1955 u. a.). Diese An- 
nahme wurde auch durch die noch zu schildernden Versuche mit kiinst- 
lichen Autolysaten gestiitzt. Wenn die Hemmung vom Caulonema aus- 
geht (Bopp 1959), kénnte eine Zunahme der Hemmwirkung mit dem 
Kulturalter eventuell auch mit der Mengenzunahme des Caulonemas 
zusammenhangen, das aber ebenfalls teilweise autolysiert war. Im iibrigen 
kommen wir auf die Beziehungen zwischen Kulturalter und Wirksamkeit 
noch in der Diskussion zuriick. 


3. Kiinstliche Moosautolysate 


In Kolben mit 6 Monate alten, noch kaum autolysierten Kulturen wurden nach 
AbgieBen und griindlichem Auswaschen der verbrauchten Nahrlésung je 25 cm? 
steriles aqua bidest. eingefiillt. Zur Autolysierung wurden diese Kulturen dann 


Tabelle 8. Wirkung von Moos-Autolysaten 
Zeichenerklarung siehe Tab.7 


Wirkung auf 
Autolysat von : 
Leptobryum pir. un, Coccomyxa simpl. 

Splachnum amp. 3 8 mm, 32 242 (203) 
Splachnum amp. & 10 mm, 33 149 (126) 
Splachnum sphaer. 10 mm, 36 112 (—) 
Haplodon sp. 8 mm, 50 177 
Funaria hygr. 2mm, 72 118 
Leptobryum pir. un. 10 mm, 29 152 (138) 
Leptobryum pir. biv. 8 mm, 42 148 
Bryum arg. 10 mm, 43 202 
Aulacomnium andr. 4 mm, 47 186 (145) 
Mnium horn. 4mm, 67 — 


24 Std lang bis zur sicheren Abtétung! der Moose bei 50° C im Thermostaten ge- 
halten und danach noch 48 Std lang bei Zimmertemperatur. Eine langere Behand- 
lung im Thermostaten und HCl-Zusatz (JanKe 1946 fiir Hefeautolysat) wurden 
vermieden, um die kiinstliche Autolyse der natiirlichen méglichst ahnlich zu machen. 
pu der Autolysate 5,0—6,0. 

Die Wirkung der Autolysate (Tab.8) war durchweg so stark oder 
noch starker als die von Filtraten 1 Jahr alter Kulturen; in 19 von 
20 Kombinationen wurde eine Wirkung auf Leptobryum und Coccomyxa 
erzielt. Die kiinstliche Autolyse war somit das ergiebigste Verfahren zur 
Gewinnung hemmender und foérdernder Stoffe aus Moosen. Die Wirkung 
der Autolysate stimmte qualitativ mit der von Filtraten 12 Monate alter 
Kulturen iiberein: Hemmung des Mooses Leptobryum pir. un., Forderung 
der Alge Coccomyxa simpl.; man darf wohl annehmen, da es sich hier 
im allgemeinen um die gleichen Stoffe wie in den Filtraten handelte. 


1Die Zellen lieBen sich nach der Behandlung im Thermostaten nicht mehr 
plasmolysieren. 


318 Bruno WOLTERS: 


Unter der Wirkung von Splachnum amp. 3- und Brywm-Autolysaten 
wurden die Scheitelzellen der Leptobryum-Protonemen stets abgetotet, 
durch die Autolysate der beiden anderen Splachnum-Staémme sowie von 
Aulacomnium irreversibel gehemmt; die alteren Zellen der Protonemen 
waren widerstandsfahig. Die fordernde Wirkung auf Coccomyxa wurde 
bei gewissen Arten (den drei Splachnen, Leptobryum pir. un. und Aula- 
comnium) durch Aufkochen der Autolysate vermindert oder aufgehoben. 

Wurden die Moose nur 3 Std lang der Temperaturbehandlung (50° C) 
ausgesetzt, so blieb ein Teil des Protonemas am Leben, wuchs jedoch auch 
nach Zusatz von Nahrlésung nur dann weiter, wenn das Autolysat vorher 
griindlich ausgewaschen worden war. Offensichtlich wurden also bei der 
Autolyse auch Selbsthemmstoffe frei. 


D. Beeinflussung der Knospung der Moose in Mischkulturen 
mit Algen und Moosen 


Tab.9 enthalt Angaben iiber den Verlauf der Knospenbildung bei 
denjenigen Moosen, die in den Mischkulturen im Mittel mindestens 
50 Knospen je Protonema bildeten (Splachnum sphaer. 125, Haplodon 59, 
Funaria 57, Bryum 290 Knospen je Protonema). Die Knospung der 
anderen sechs Moosstaémme verlief nicht wesentlich anders. : 

Da sich gewisse Beziehungen zum Verlauf des Protonemawachstums erkennen 
lieBen, wurde der Knospungsverlauf entsprechend den verschiedenen Abschnitten 
des Protonemawachstums eingeteilt: Periode 1 vor der Hemmung des Protonemas, 
Periode 2 bei seiner Hemmung und Periode 3 nach deren Uberwindung bzw. bei 
ungehindertem Wachstum am Konkurrenten vorbei. Jedes Protonema wurde in eine 
Testfliche (der dem Konkurrenten zugewendete Teil des Protonemas, 7’ in Abb.7) 
und eine Kontrollflaiche (der vom Konkurrenten abgewandte Teil K) eingeteilt; die 
entstandenen Knospen wurden in regelmafigen Zeitabstinden gezaihlt (insgesamt 
48000). Kine Beeinflussung wurde in Tab. 9 nur dann eingetragen, wenn die Knospen 
in der Testflache deutlich dichter oder weniger dicht als in der Kontrollflache ver- 
teilt waren (siehe Abb.7). Die ersten Knospen wurden meist in einiger Entfernung 
von der Impfflocke in einem Kreis (,,Hexenring‘‘, vgl. PRrinasHEtm 1921; Borr 


1952) angelegt. 

Bei Kombination von Moosen mit Cyanophyceen wurde die Knospung 
offensichtlich durch das Eindringen gréBerer Mengen der Blaualgen in den 
Protonemabereich direkt beeinfluBt; vor dem Eindringen trat nur in 
einer von neun Kombinationen (Brywm +- Nostoc musc.) eine Knospungs- 
hemmung auf, nach dem Kindringen in 14 von 20 (bei Splachnum amp. 3, 
Spl. sphaer., Haplodon, Funaria, Leptobryum und Bryum in der Mehrzahl 
der Kombinationen), wenn auch manchmal nicht sofort oder nur vor- 
iibergehend (‘Tab.9). Caulonema war auch in den von Blaualgen iiber- 
deckten Protonemateilen entwickelt. Da die Knospung normalerweise 
lichtabhangig ist (siehe dazu Bopp 1952), wurden Lichtmessungen 
durchgefiihrt mit dem Ergebnis, daB dichte Blaualgenschichten 50 bis 
75°/, des einfallenden Lichtes absorbieren. Bei der Knospungshemmung 
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kann also eine Lichtkonkurrenz beteiligt sein — zumal die Knospung 
nach Mrrra, ALLsopr u. WAREING (1959) im WeiB- und Rotlicht, nicht 
aber im griinen und blauen Licht erfolgt —, jedoch nicht als einziger 


Tabelle 9. Beeinflussung der Knospung der Moose durch Algen und Moose 
in Mischkulturen 
H = Hemmung (h= nur voriibergehend); F = Foérderung (f = nur voriiberge- 
hend) ; — = keine deutliche Beeinflussung; - = weniger als 20 Knospen vorhanden, 
Beurteilung daher zu unsicher; * = das Protonema ist in dieser Periode weitgehend 
von Cyanophyceen bedeckt. Periode 1 vor der Hemmung des Protonema- 
wachstums, Periode 2 — bei seiner Hemmung, Periode 3 = nach Uberwindung der 
Protonemahemmung bzw. bei ungehindertem Wachstum am Konkurrenten vorbei. 
Die Liicken in der Tabelle sind dadurch bedingt, daB die Protonemen in den betr. 
Kombinationen nicht durch den Bereich des Konkurrenten bzw. daran vorbei 
wuchsen 


Verlauf der Knospung bei 


Splachnum 


Unter Wirkung von igen! Haplodon sp. Funaria hygr. Bryum arg. 
Periode Periode Periode Periode 
4 eee Rs PEyei2s #8: eS Lares 
Nostoc musc. =e tee debt | Vee es ee lets ed dite 
Anabaena cyl. 1S Whe de ke pee EN a eae ELS Hs 
Phormidium sp. h* —* —* 2 ey iets eho he 
Chlorella pyr. at 4B fa Sees Fo= ae 
Chlorococcum hum. F - - co awe noe 
Coccomyxa simpl. F - Mee reef = 
Coccomyzxa elong. H - - - ie - 
Scenedesmus obl. er . dO ee f 
Scenedesmus quadr. -— f 7 - f 
Splachnum amp. 3 - - H K - - - # F- - 
Splachnum amp. 8. . = SE Bee) 1) on 
Splachnum sphaer. - - Bae - Se 
Haplodon sp. H - epg h = 
Funaria hygr. - - - eves al fh - - hb 
Leptobryum pir. un. - h ~ h - 
Leptobryum pir. biv. Ae ye = - - H 
Bryum arg. Hee ht H - - - H 
Aulacomnium andr. - - - - Mitre tio Sls 
Mnium horn. H f= - H = EF HH - - h 


Faktor, denn der Einflu8bereich der Blaualgen konnte tiber die von 
ihnen bedeckte Flache hinausreichen (Abb.7: Bei a waren auch in der 
Umgebung der Algen nur sehr wenige Knospen entwickelt). 
Insgesamt kam es bei etwa zwei Drittel der Kombinationen im Laufe 
der Versuchsdauer zu einer Beeinflussung der Knospung; dabei war in 
Periode zwei (also bei gleichzeitiger Hemmung des Protonemas) eine 
Férderung etwa dreimal so héufig wie eine Hemmung, wahrend in 
Periode drei die Hemmung der Knospung weit iiberwog (siehe Tab. 9). 
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War die Protonemahemmung stark (Mischtesttypen 1a, 1b, 2a), so 
kamen bei den vier in Tab.9 behandelten Moosen in Periode zwei auf 
13 Kombinationen mit Knospungsférderung nur zwei mit Hemmung 


Abb. 7. Beispiele fiir die Beeinflussung der Knospung. 
a Hemmung bei Splachnum amp. &(8) durch Nostoc 
muse. (N). b Férderung bei Leptobrywm pir. un. (L) 
durch Phormidium sp. (P). Die Knospen sind als 
Punkte eingezeichnet; 7’ Testfliiche , K Kontrollfliiche 


(von insgesamt 40). Zwischen 
Protonemahemmung und 
Knospungsférderung bestand 
also eine gewisse Korrelation 
(vgl. Bopp 1953; BAUER 1956). 

Waren die Knospen erst 
einmal angelegt, so blieb ihre 
weitere Entwicklung meist un- 
beeinfluBt; die Wirkung der 
Konkurrenten betraf also fast 
nur die Entstehung der Knos- 
pen. Im wbrigen kommen wir 
auf die Knospung in der Dis- 
kussion noch einmal zuriick. 


Bei zufalliger Infektion von 
Plattenkulturen mit Schimmel- 
pilzen wurde bei Haplodon und 
ferner bei Splachnum amp. 9, 
Funaria, Leptobryum pir. un. und 
Aulacomnium eine Fdérderung 
der Knospung beobachtet (vgl. 
SrRonvaAL 1947). 


Ill. Diskussion 


Die Versuche haben gezeigt, 
daB Ausscheidungen hemmen- 
der und férdernder Stoffe in 
das umgebende Kulturmedium 
bei Laubmoosen  verbreitet 
sind. Inder Hauptsache wurden 
dazu Vertreter der Funariales 
und Lubryales untersucht, doch 
zeigten die Priifung der anti- 
biotischen Wirksamkeit der 
Moose auf Bakterien und auch 
schon die Befunde von BAUER 
(1942, 1956) sowie GorTon u. 
Extn (1957) das Vorkommen 


solcher Stoffausscheidungen auch bei anderen Laubmoosordnungen. In 
unseren Versuchen fiel auf, daB eine Hemmwirkung viel haufiger auf 
Moose als auf andere Organismen in Erscheinung trat; die Hemmstoffe 
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scheinen also — soweit man aus den vorliegenden Ergebnissen schon 
Schliisse ziehen kann —im Zusammenleben von Moosen untereinander eine 
gr6Bere Rolle zu spielen als zwischen Moosen und fremden Organismen. 


Bei Algen sind verschiedenartige Beziehungen zwischen Wirksamkeit 
und Kulturalter gefunden worden. Einerseits kann die Hemmwirkung 
mit dem Alter der Kulturen zunehmen oder erst im Alter auftreten, so 
bei Chlorella (PRatr 1943), Nitzschia palea (von DENFFER 1948) und 
Scenedesmus quadricauda (LEFEVRE u. JAKoB 1949): andererseits kann 
die Hemmwirkung mit zunehmender Alterung auch wieder abnehmen, 
wie etwa bei Pandorina (LEFEVRE u. Mitarb. 1952) und Oedogonium 
(BUHNEMANN 1955) ; bei unseren Versuchen ging auch bei Chlorella bei sehr 
langer Kulturdauer (6 Monate) die Wirkung auf Moose wieder zuriick. 


Ahnlich lagen die Verhaltnisse in unseren Versuchen bei den Moosen. 
Die Ergebnisse mit Filtraten der 3 und 12 Monate alten Mooskulturen 
sind in Tab.10 zusammengestellt, die 6 Monate alten Kulturen nahmen 
eine Mittelstellung ein. Eine Zunahme der Wirkungsstaérke mit dem 
Kulturalter war relativ verbreitet, wahrend eine Abnahme nur in wenigen 
Kombinationen auftrat. Man kann danach die Moosstimme in zwei 
Gruppen teilen: 1. Solche, bei denen die Starke der hemmenden und 
fordernden Wirkung im Laufe der Zeit in den gepriiften Kombinationen 
stets anstieg (Splachnum amp. 3, Spl. sphaer., Funaria, Leptobryum 
pir. biv.) und 2. solche, bei denen dieser Anstieg nur in einem Teil der 
Kombinationen festzustellen war, wahrend die Starke der Hemmung oder 
Forderung in den anderen Fallen mit zunehmendem Alter abnahm 
(Splachnum amp. 2, Haplodon sp., Leptobryum pir. un., Bryum, Aula- 
comnium, Mnium). Die Erklarung fiir das gegensatzliche Verhalten im 
Laufe der Zeit in Gruppe zwei diirfte die sein, daB bei diesen Moosen 
mindestens zwei wirksame Stoffe vorlagen, von denen einer von jiin- 
geren, der andere von alteren Protonemen gebildet und ausgeschieden 
wurde. Natiirlich ist es méglich, da auch die Moose der Gruppe eins 
zwei Stoffe bildeten, die dann aber beide erst im Alter ausgeschieden 
wurden; im iibrigen war die Hemmung der Moose und die Férderung der 
Griinalgen wohl kaum durch den gleichen Stoff bedingt?. 


1 Hine verschiedene Empfindlichkeit der Moose und Griinalgen gegentiber dem 
gleichen Stoff kann kaum vorliegen, weil im Kanaltest stets nur Hemmzonen ohne 
anschlieBende Férderungszone auftraten, weil bei der Zunahme der Stoffausschei- 
dung mit dem Kulturalter niemals ein Umschlagen einer Férderung in eine Hem- 
mung der Chlorophyceen zu beobachten war, und weil auch die kiinstlichen Auto- 
lysate, die die wirksamen Stoffe in durchweg noch hodherer Konzentration enthielten, 
auf Leptobryum ausschlieBlich hemmend und auf Coccomyxa ausschlieBlich fordernd 
wirkten. Bei einer vollig andersartigen Reaktion der Griinalgen auf den gleichen 
Stoff miiBte einer Verstarkung der Hemmwirkung auf Moose mit dem Kulturalter 
oder durch Autolyse eine parallele Steigerung der férdernden Wirkung auf Chloro- 
phyceen entsprechen; das war nicht der Fall. 


S22 Bruno WOLTERS: 


Von den beiden 3 und 9 Splachnum amp.-Stémmen wie auch von den 
zwei uni- und bivalenten Leptobryum pir.-Stémmen gehérte je einer zur 
ersten und der andere zur zweiten Gruppe?. Sowohl der 3- wie der 
Q-Stamm von Splachnum amp. bildeten iibereinstimmend Stoffe, die auf 
Leptobryum pir. un., Bryum, Anabaena und Coccomyxa wirkten, auf 


Tabelle 10. Wirkung der Filtrate von Mooskulturen verschiedenen Alters 


—=schwache Hemmwirkung; —— —=starke Hemmwirkung; + = schwach 
foérdernde Wirkung; +-+ = stark férdernde Wirkung; 0 = keine Wirkung 


BeeinfluBte Arten 


Wirkende Art rises Moose Blaualgen Griinalgen 
Leptobryum Bryum arg Anabaena pene Coccomyxa 
pir. un. ’ cyl. ‘| simpl. 
Splachnum amp. 3 3 0 i 0 0 0 + 
2 foo - - 0 ++ 
Splachnum amp. 2 3 =. 0 —- 0 0 
12 = ry 0 0 nies 
Splachnum sphaer. 3 0 0 -- 0 0 
12 as = aii a ceay 
Haplodon sp. 3 _ 0 0 -— 0 
12 a 0 0 0 ++ 
Funaria hygr. 3 0 0 0 0 0 
12 —— _ 0 0 ++ 
Leptobryum pir. un. 3 — 0 0 0 ++ 
12 —— 0 0 0 0 
Leptobryum pir. biv. 3 0 — 0 0 + 
12 0 0 0 gaat 
Bryum arg. 3 0 — 0 0 + 
12 = - 0 0 +4 
Aulacomnium andr. 3 0 0 0 0 — 
12 0 0 0 0 + 
Mnium horn. 3 0 — 0 0 ++ 
12 — 0 0 0 0 


Nostoc musc. dagegen nicht (Tab. 10). Die Rassenunterschiede bestanden 
hier also nicht in einer Verschiedenheit des Wirkungsspektrums, sondern 
lagen im Zeitpunkt und in der Stirke der Stoffausscheidung. Das zur 
gleichen Gattung gehérige Splachnwm sphaer. hemmte zusitzlich auch 
Nostoc, wihrend das einer anderen Gattung der gleichen Familie an- 
gehérende Haplodon und die mit den Splachnaceen verwandte Funaria 


* Da die Stémme auch noch in anderer Beziehung genetisch verschieden waren, 
handelte es sich vermutlich um gewohnliche Rassenunterschiede. 
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sich in ihrem Wirkungsspektrum stirker von den Splachnen unter- 
schieden. Bei den Splachnum-Stimmen stimmte die Hemmwirkung 
kiinstlicher Autolysate auf Leptobryum pir. un. auch quantitativ gut 
tberein (8—10mm Hemmzonenbreite, aQ 32—36; vgl. Tab. 8). Die 
Leptobryum-Stéimme wichen dagegen im Wirkungsspektrum ihrer 
Kulturfiltrate voneinander ab, wahrend Autolysate beider Stamme 
ahnlich wirkten. Trotz der groBen Mannigfaltigkeit im einzelnen be- 
standen also — wenigstens bei den Splachnaceen — doch gewisse Ahn- 
lichkeiten im Verhalten nahe verwandter Staémme bzw. Arten; die 
quantitative Gleichheit der Hemmwirkung verschiedener Stémme von 
Splachnum (vgl. auch in Tab.2 die Wirkung von Splachnum amp. 3 
und 92 auf Haplodon und Mnium) deutet auf das Vorhandensein des 
gleichen Hemmstoffes. 

Bei unseren Versuchen ging die Zunahme der hemmenden und for- 
dernden Wirkung mit dem Kulturalter mit einer gleichzeitigen Nahrstoff- 
erschépfung einher; Mniwm hornum, das nach sechsmonatiger Kultur 
Selbsthemmung ohne gleichzeitigen Nahrstoffmangel zeigte, bildete 
dabei eine Ausnahme, wie auch Tortella caespitosa nach GoRTON u. 
Eakin (1957). Bei standiger Beseitigung des Nahrstoffmangels wurden 
offenbar keine Hemmstoffe ausgeschieden; ein oben nicht beschriebener 
Versuch mit den Stammen von Splachnum amp. und Leptobryum pir., bei 
dem die verbrauchte Kulturfliissigkeit standig durch frische Nahrlosung 
ersetzt wurde, ergab in acht untersuchten Kombinationen jedenfalls 
keinerlei Wirkung nach dreimonatiger Kultur. Auch Baver (1956) 
stellte bei Georgia einen gewissen Zusammenhang zwischen Nahrstoff- 
erschépfung und Hemmstoffproduktion fest und konnte auch bei 
anderen Moosen die — durch Hemmstoffe geforderte — Knospung durch 
haufigen Wechsel des Nahrmediums unterdriicken (BAUER 1956, 1959). 

Zu dem Befund von Bavsr (1956), da Hemmstoffe auBer der Pro- 
tonemahemmung auch eine Knospungsforderung am eigenen Protonema 
bewirken k6énnen, lassen sich einige unserer Ergebnisse in Beziehung 
setzen; so trat in Mischkulturen von Protonemen gleicher Art bei 
Funaria, Aulacomnium und Mnium sowie Haplodon wahrend der 
Protonemahemmung eine Férderung der Knospung auf. Bei Splachnum 
sphaer. und Bryuwm war jedoch im Mischtest der gleichen Art keine 
deutliche Férderung der Knospung zu beobachten, obwohl beide Arten 
Selbsthemmstoffe bildeten, und Leptobrywm entwickelte in Alteren, 
caulonemahaltigen Kulturen trotz starker Selbsthemmung nur wenige 
Knospen. Das heiBt also, daB die Férderung der Knospung in manchen 
Fallen durch andere Faktoren iiberlagert werden kann oder daB die 
Hemmstoffe nicht bei allen Moosen in die Knospenbildung eingreifen. 

Die beschriebenen Zusammenhange kann man fiir die Mehrzahl der 
bisher untersuchten Moose so charakterisieren, daB bei zunehmendem 
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Kulturalter und Nahrstoffmangel im allgemeinen eine verstirkte Bil- 
dung und Ausscheidung von hemmend und férdernd wirkenden Stoffen 
erfolgt. 

Wie weit die Haufigkeit der Antibiose bei den Moosen untereinander 
und die Wechselbeziehungen zwischen Moosen und Algen (besonders 
Coccomyxa, Nostoc muscorum) am natiirlichen Standort eine Bedeutung 
haben, werden weitere Untersuchungen klaren miissen. 


IV. Zusammenfassung 

1. Mit 19 (einschlieBlich Nebenversuche 27) Stéammen von Moosen, 
Cyanophyceen und Chlorophyceen wurde die wechselseitige Beein- 
flussung von Moosen und Algen sowie Moosen untereinander in iiber 
300 verschiedenen Kombinationen in Mischkulturen sowie durch 
EKinwirkung von Kulturfiltraten untersucht. 

2. Bei den zehn naher untersuchten Stémmen der Moose wurden 
(besonders mit dem ,,Kanaltest‘‘) gesicherte Hemmwirkungen auf andere 
Moosarten und Algen festgestellt; die Algen waren nur zum Teil gegen 
Moose wirksam. Auch Selbsthemmung war bei den Moosen verbreitet. 

3. Filtrate 3 Monate alter Mooskulturen hemmten das Wachstum von 
Protonemafaden in 40°/, der Kombinationen, das von Cyanophyceen in 
17°/, und das von Chlorophyceen in 2°/, der Falle; Cyanophyceen- 
Kulturfiltrate hemmten das Protonemawachstum in 28°/, der Kom- 
binationen, Chlorophyceen-Kulturfiltrate waren in 17°/, der Falle gegen 
Protonemen wirksam. 

4. Griinalgen, und zwar besonders Coccomyxa-Arten, wurden durch 
Filtrate und vor allem Autolysate von Mooskulturen geférdert. 


5. Die hemmenden und férdernden Stoffe wurden von den Protonemen 
gebildet, und zwar teils von jiingeren, vor allem aber von alteren Proto- 
nemen bzw. bei deren Autolyse. Die kiinstliche Autolysierung war das 
ergiebigste Verfahren zur Gewinnung von Antibiotica aus Moosen. 

6. Die Wirkung seitens der Moose und Algen betraf besonders das 
Protonemawachstum und — in Mischkulturen — auch die Anlage der 
Knospen; bei den Algen wurde die Zellvermehrung beeinfluBt. Die Wir- 
kung der Kulturfiltrate blieb einige Wochen lang haltbar. Die Moose 
waren gegen Hemmstoffe meist recht widerstandsfihig. 


7. Fir die Hemmung in denjenigen Kombinationen, in denen keine 
Antibiose gefunden wurde, kommt in erster Linie Nahrstoffkonkurrenz 
in Frage. Auferdem waren morphologische Veranderungen an Moosen 
und Algen weit haufiger durch Nahrstoffkonkurrenz als durch Hemm- 
stoffe bedingt. 


Meinem verehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. R. HarpER danke ich fiir die Uber- 
lassung des Themas und wertvolle Ratschlige. 


Wechselbeziehungen zwischen Moosen und Algen in Reinkultur 325 


Literatur 


Autsopp, A., and G. C. Mirra: The morphology of protonema and bud formation in 
the Bryales. Ann. Bot. 22, 95 (1958). 

ARNOLD, C.-G.: Antibiotische Stoffe aus Pflanzen-Samen. Z. Bot. 46, 516 (1958). 

Baver, L.: Untersuchungen zur Entwicklungsgeschichte und Physiologie der 
Plastiden von Laubmoosen. Flora (Jena) 136, 30 (1942). 

Bauer, L.: Uber vegetative Sporogonbildung bei einer diploiden Sippe von Ge- 
orgia pellucida. Planta (Berl.) 46, 604 (1956). 

Bauer, L.: Zur Physiologie der Geschlechtsdifferenzierung bei Splachnum luteum. 
Planta (Berl.) 58, 628 (1959). ' 

Biaauw-JansEn, G.: On the light-induced transformation of chlorophyllide into 
a growth inhibiting substance. Proc. kon. Ned. Akad. Wet., Ser. CO 57, 498 
(1954). 

Borp, M.: Entwicklungsphysiologische Untersuchungen an Laubmoosprotonemen. 
Z. Bot. 40, 119 (1952). 

Borpr, M.: Die Wirkung von Heteroauxin auf Protonemawachstum und Knospen- 
bildung von Funaria hygrometrica. Z. Bot. 41, 1 (1953). 

Bopp, M.: Versuche zur Analyse von Wachstum und Differenzierung des Laubmoos- 
protonemas. Planta (Berl.) 53, 178 (1959). 

Binynemany, F.: Untersuchungen iiber einen Sporulations- und Wachstums- 
hemmstoff in Oedogonium-Kulturen. Arch. Mikrobiol. 28, 14 (1955). 

CorreENs, C.: Untersuchungen tiber die Vermehrung der Laubmoose durch Brut- 
organe und Stecklinge. Jena: G. Fischer 1899. ; 

DenFFer, D.v.: Uber einen Wachstumshemmstoff in alternden Diatomeen-Kul- 
turen. Biol. Zbl. 67, 7 (1948). 

DietzeL, E., H. Benrenprucn u. M. Hucken: Stoffwechselversuche an Actino- 
myceten. Arch. Mikrobiol. 15, 179 (1951). 

FREERKSEN, E., u. R. BOntoxe: Uber antibakterielle Prinzipien in hoheren Pflan- 
zen. I. Z. Hyg. Infekt.-Kr. 132, 417 (1951). ; 

Gorton, B. S., and R. E. Eaxry: Development of the gametophyte in the moss 
Tortella caespitosa. Bot. Gaz. 119, 31 (1957). 

Grimmer, G.: Die gegenseitige Beeinflussung héherer Pflanzen. Allelopathie. 
Jena: G. Fischer 1955. 

Harpmr, R.: Uber das Verhalten von Basidiomyceten und Ascomyceten in Misch- 
kulturen. Z. Forst- u. Landw. 9, 129 (1911). 

Jaxos, H.: Sur les propriétés antibiotiques énergiques d’une algue du sol: Nostoc 
muscorum Ag. C. R. Acad. Sci. (Paris) 238, 2018 (1954). 

Janke, A.: Arbeitsmethoden der Mikrobiologie, I. Bd., 2. Aufl., Dresden, Leipzig: 
Th. Steinkopff 1946. 

Joraunsen, E. G.: Growth inhibiting substances formed by algae. Physiol. Planta- 
rum (Copenh.) 9, 712 (1956). 

Kosa, J.: Ein neues Antibiotikum aus Griinalgen. Z. Naturforsch. 4b, 187 (1949). 

Krauss, R. W.: Physiology of the freshwater algae. Ann. Rev. Plant Physiol. 9, 
207 (1958). 

Kvir, J.: The influence of water-soluble components of peat and peat-mosses 
(Sphagnum) on the growth of algae in cultures. Preslia (Praha) 30, 126 (1958); 
zit. nach Ber. wiss. Biol. 130, 150 (1959). 

Lerévre, M., et H. Jakos: Sur quelques propriétés des substances actives tirées 
des cultures d’algues d’eau douce. C. R. Acad. Sci. (Paris) 229, 234 (1949). 

Lerbvre, M., H. Jaxon et M. Nisser: Auto- et hétéroantagonisme chez les algues 
d’eau douce in vitro et dans les collections d’eau naturelles. Ann. Stat. centr. 


Hydrobiol. appl. 4, 5 (1952). 


9 
Arch. Mikrobiol., Bd. 37 22 


326 B.Wotrers: Wechselbeziehungen zwischen Moosen und Algen in Reinkultur 


Lerivre, M., et G. Farruaia: De l’influence, sur les algues d’eau douce, des 
produits de décomposition spontanée des substances organiques d’origine animale 
et végétale. Hydrobiologia 10, 49 (1958). 

Lrypner, F., u. K. H. WatitHAusser: Die Arbeitsmethoden der Forschung zur 
Auffindung neuer Antibiotica. Arch. Mikrobiol. 22, 219 (1955). 

Mapsen, G.C., and A.L. Pares: Occurrence of antimicrobial substances in 
chlorophyllose plants growing in Florida. I. Bot. Gaz. 118, 293 (1952). 

Mirra, G.C., A. Attsopp and P. F. Warntne: The effects of light of various 
qualities on the development of the protonema and bud formation in Pohlia 
nutans (Hedw.) Lindb. Phytomorphology 9, 47 (1959). 

OpPERMANN, A.: Das antibiotische Verhalten einiger holzzersetzender Basidio- 
myceten zueinander und zu Bakterien. Arch. Mikrobiol. 16, 364 (1951). 

Pospr8in, F.: Wechselbeziehungen verschiedener Blau- und Griinalgenarten. 
Csl. Biol. 1, 332 (1953). 

Pratt, R., and J. Fone: Farther evidence that Chlorella cells form a growth- 
inhibiting substance. Amer. J. Bot. 27, 431 (1940). 

Pratt, R.: Influence of the age of the culture on the rates of photosynthesis and 
respiration. Amer. J. Bot. 30, 404 (1943). 

PrRINGSHEIM, E. G.: Physiologische Studien an Moosen. 1. Mitt. Die Reinkultur 
von Leptobryum piriforme (L.) Schpr. Jb. wiss. Bot. 60, 499 (1921). 

PrincsHem, E. G., u. O. PrrncsHEm: Die Ziichtung von Laubmoosprotonemen 
im Dunkeln. Jb. wiss. Bot. 82, 311 (1935). 

RavDEMACHER, B.: Gegenseitige Beeinflussung héherer Pflanzen. In: Handbuch d. 
Pflanzenphysiol. XI, 655 (1959). 

REvuTHER, G.: Wechselbeziehungen zwischen Bakterien und Pilzen des Hoch- 
moores. Arch. Mikrobiol. 26, 93 (1957). 

Ripret-BaupeEs, A.: GrundriB der Mikrobiologie. 3. Aufl., Berlin, Géttingen, 
Heidelberg: Springer 1955. 

SERVETTAZ, C.: Recherches expérimentales sur le développement et la nutrition 
des mousses en milieux stérilisés. Ann. Sci. Nat. Bot., 9. Sér. 17, 111 (1913). 

Srronvat, C.: Expériences sur les stades de développement et la nutrition des 
mousses en milieux stérilisés. Bull. Soc. roy. bot. Belg. 79, 48 (1947). 

SKINNER, F. A.: Antibiotics. In: Parcu, K., u. M. V. Tracey: Moderne Methoden 
der Pflanzenanalyse, Bd. 3, 8. 626. Berlin, Géttingen, Heidelberg: Springer 
1955. 

Srorur, H. A., J.H. Smrrn, H.H. Srrarn, H. W. Mizner and G. J. Harpin: 
Fatty acid antibacterials from plants. Carnegie Inst. Wash. Publ. 586 (1949). 
SteeMan-NiEtsEn, E.: An effect of antibiotics produced by plankton algae. 

Nature (Lond.) 176, 553 (1955). 

WatiHiusser, K.H.: Die antibiotischen Beziehungen einer natiirlichen Mikro- 
flora. Arch. Mikrobiol. 16, 201 (1951). 

Worstrr, A.: Entwicklungsgeschichtliche und cytologische Untersuchungen an 
den Vorkeimen einiger Laubmoose, sowie einige Beobachtungen iiber die Ent- 
wicklung ihrer Staémmchen. Beitr. Biol. Pflanz. 21, 59 (1933). 


Archiv fiir Mikrobiologie 37, 327—340 (1960) 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen 


Untersuchungen an farblosen, Farbstoff und Antibiotica 
bildenden Streptomyceten* 


Von 
B. N. SAHAY ** 


(Hingegangen am 20. Juli 1960) 


Unter den Streptomyceten-Arten, die Farbstoffe bzw. Antibiotica 
bilden, gibt es Varianten, denen diese Kigenschaften fehlen. Sie zeichnen 
sich oft durch starkere Wuchsfreudigkeit aus. Insbesondere fand D6LLE 
(1957) betrachtliche Unterschiede im Stoffwechsel bei Streptomyces 
purpurascens, der Rhodomycin bildete und einer Variante, die farblos 
wuchs. Das bessere Wachstum der farblosen Variante fand auch From- 
MER (1955). Indessen gibt PRAvE (1959) bei einem Actinomycinbildner 
gerade umgekehrt schlechteres Wachstum eines farblosen Stammes an. 

Ks sollte nun an einem gréBeren Material gepriift werden, ob sich solche 
Unterschiede allgemein bei in der Natur vorkommenden Stémmen 
finden. Hierzu wurden 15 Stémme verwendet, von denen 3 selbst aus 
Boden isoliert waren, die tibrigen aus der Sammlung des Instituts fiir 
Mikrobiologie sowie der Biochemischen Abteilung des organisch-chemi- 
schen Instituts stammten. Sie waren alle urspriinglich aus Boden isoliert. 
Sie wurden als Einsporkulturen herangezogen und folgendermafBen 
gruppiert : 

IT Stamm J—J5 mit Farbstoff- und Antibiotica-Bildung (F+ A+) 
II Stamm 6—0 mit Farbstoff-, ohne Antibiotica-Bildung (F-+ A—) 
III Stamm //—15 ohne Farbstoff- und Antibiotica-Bildung (fF — A—) 


Die antibiotische Eigenschaft wurde gegen Bac. subtilis und Bact. coli getestet. 


Methodik 


Nahrloésung. Die Weiterfiihrung der Kulturen erfolgte in Reagensglasern auf 
Medium A (FeSO,:7H,O 0,001°/,; CaCO, 0,001°/,; MgSO,-7H,O 0,01°/,; Hoag- 
landsche Spurenelementlésung 0,1°/); NaCl 0,1°/,; K,HPO, 0,1°/); Glykokoll nach 
SORENSEN 0,25°/,; Glycerin 2°/); pH 7,2; Sterilisation 20 min bei 1,2 atii). Weiterhin 
wurde Medium B verwendet mit Glucose an Stelle von Glycerin als C- Quelle 
(Sterilisation 20 min bei 0,5 atii, da sonst stérende Caramelbildung). 

Zur allgemeinen physiologischen Charakterisierung (siehe die Dissertation) 
wurden Sporensuspensionen von 10 Tage alten Schragréhrchen in 2 ml destilliertem 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der mathematisch-naturwiss. 
Fakultat der Universitat Géttingen 1960. é 
** Jetzige Adresse: Dr. B. N. Sanay, Dptm. of Botany Patna University, 


Patna-5/Bihar, Indien. 
22* 


hal 
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Wasser in 50 ml Medium auf der Schiittelmaschine 4 Tage geschiittelt; davon 
wurde 1 ml in 50 ml Nahrlésung (300 cm’-Kolben) geimpft. Uber Warburg- usw. 
Versuche siehe dort. 

Morphologie und Farbe. Auf Medium A 2°/, Agar und auf Hefeextrakt- 
Malz-Dextrose-Agar (Difco-Agar 2°/,; Hefeextrakt 0,4°/); Malzextrakt 1°/,; Dex- 
trose 0,4°/); py 7,3. Sterilisation 20 min bei 1,2 atii). 


Morphologie und Farbe des Luftmycels nach PripHam et al. (1958). 
Trockengewichtsbestimmung. Trocknen 24 Std bei 105° C. 
puo-Bestimmung. Durch pg-Meter mit Glaselektrode. 
Glycerin-Bestimmung. Nach Jackson (1940), zit. bei Nets (1952). 
Glucose-Bestimmung. Nach LeHmann-MAQuENNE-SCHOORL (1932). 


Reduktionsaktivitat. Sie wurde vermittels Triphenyltetrazoliumchlorid vor- 
genommen. Das gebildete Formazan wurde in Aceton gelést, 2—3 Std nach Zu- 
gabe kurz aufkochen, dann kraftig umschiitteln, anschlieBend 20 Std im Dunkeln 
stehen lassen. Reaktionszeit 60 min; Temperatur 37° C (von Rapier, 1955, auch 
fiir Azotobacter chroococcum gefunden). 2ml Mycelsuspension + 0,5 ml einer 
0,1°/,igen Lésung von TTC. Hichkurve wurde aufgestellt. 


Katalaseaktivitat. 24 ml 0,01 n H,O, in 0,067 m Phosphatpuffer (py 6,8) 
+ 1 ml Mycelsuspension. Reaktionszeit 10 min. Titration des unverbrauchten H,O3. 

Atmungsmessung in der Warburg-Apparatur. Durch tagliches Ab- 
zentrifugieren von drei Erlenmeyerkolben wurde verschieden altes Mycel ge- 
wonnen, dreimal mit Mineralpuffer (Medium A ohne C und N) gewaschen, dann in 
Mineralpufferlésung 1:1 suspendiert, so dafi 2 ml etwa 3mg Trockensubstanz 
enthielten. Damit wurden bestimmt 1. endogene Atmung; 2. Substratoxydation 
von 2,5 mol Glycerin (nach Einstellung der Apparatur aus Seitenarm zugefiigt in 
0,2 ml Mineralsalzpufferlosung). Ablesung alle 30min bis zum Abfall auf die 
endogene Atmung. 3. Qo, (ul O,/mg Trockengewicht/Std) in 0,2 ml Mineralpuffer- 
lésung + 2°/, Glycerin; Berechnung nach der Sauerstoffaufnahme der beiden 
ersten Stunden nach Hinstellung der Apparatur. 

Atmungshemmung mit KCN. 1,8 ml Mycelsuspension 0,5, 1,0, 2,0 und 
4,0-10-* m KCN in 0,2 ml, dazu 30 wmol Glycerin. 

Cytochrombestimmung. Gut gewachsenes junges Mycel (Medium A) von 
zwei bis drei Kolben wurde abzentrifugiert, mit Leitungswasser gewaschen, wieder 
zentrifugiert und in Leitungswasser suspendiert. Waschen und Zentrifugieren 
wurde dreimal wiederholt, danach das Mycel in kleine Plastikflaschen gefiillt, 
dazu 10—20 Glasperlen (1 mm @) gegeben. Es wurde darauf geachtet, da mehr 
Mycel als Wasser vorhanden war. Das Mycel wurde in den Flaischchen in einem 
Mickle-Homogenisator wihrend 15—20 min zerrissen; es entstand ein dicker Brei. 
Dieser wurde mit wenig Na,S,O, reduziert, danach der pq-Wert auf 11 gebracht; 
andernfalls konnten nach der Reduktion die Absorptionsbanden der Cytochrome 
nicht gesehen werden. Der reduzierte Brei wurde in eine 10 mm-Cuvette gebracht; 
die Absorptionsbanden wurden mit dem Zeiss-Winkel-Handspektroskop unter Ver- 
wendung einer 1. Leitz-Special-Lampe (6 V 5 Amp.), 2. Bogenlampe sichtbar 
gemacht und vermessen. Das Beckman-Spektrophotometer eignet sich nicht, unter 
anderem wegen der Kigenfarbe des Mycelbreis. 

Saurebildung. Gesamtsaiure durch Titration mit n/10 NaOH. Bestimmung 
der Einzelsiiuren papierchromatographisch nach Atherextraktion der Kultur- 
lésung. 

Phenoloxydase. Auf Agarplatten mit jeweils 0,25°/, Hydrochinon, Brenz- 
catechin oder Tyrosin wurden ausgestanzte Scheibchen (9mm @) von 10 Tage 
alten Kulturen (Medium A 2°/, Glycerin) iibertragen. Verfarbung: rotbraune Zone 
bei Tyrosin, schwarze bei Brenzcatechin, gelbbraune bei Hydrochinon. 
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Ergebnisse 
Charakterisierung der Stimme 

Die verwendeten Staimme gehéren morphologisch zu folgenden Grup- 
pen nach PripHam et al. (1958): 
I. Rectus-flexibilis. Reihe Wei®: Stamm 1, 3, 14; Reihe Grau: Stamm 5, 9, 10, 11, 15 
IT. Retinaculum apertum. Reihe WeiB: Stamm 12; Reihe Grau: Stamm 2, 4, 6, 13; 
Reihe Rosa: Stamm 7; Reihe Gelb: Stamm 8. 

Wie man sieht, ergeben sich keine Zusammenhange mit den oben 
gebildeten drei Farbstoff-Antibiotica-Gruppen. Die iiblichen physio- 
logischen Charakteristika sind in der Dissertation angegeben. 


Trockensubstanzbildung 


Tab.1 zeigt die Trockensubstanzbildung und den ékonomischen 
Koeffizienten bei Glycerin und Glucose als Kohlenstoffquellen nach 
verschiedenen Tagen. Mit Glucose wird fast immer weniger Trockensub- 
stanz gebildet als mit Glycerin, wobei die Zahlen natiirlich wegen des 
zweitagigen Intervalls der Untersuchung mit einer gewissen Unsicherheit 
behaftet sind. Es sieht oft so aus, als ob der im Anfang der Entwicklung 
geringere py-Wert bei Glucose (eine merkwiirdige Ausnahme bildet 
Stamm 3 auf Glycerin) dafiir verantwortlich zu machen sei, zumal das 
Wachstum von Streptomyceten nach WaxKsMaANn (1950) bei alkalischer 
Reaktion optimal sein soll. Es 1a8t sich jedoch zeigen, daB der calorische 
Unterschied der beiden C-Quellen entscheidend ist. Unter der Voraus- 
setzung, daB 15 untersuchte einen brauchbaren Durchschnitt ergeben 
miiBten, wurde in folgender Ubersicht das Mittel der maximalen absoluten 


Kultur auf 
Verhaltnis 
Glycerin | Glucose 
Ertragsmaximum (mg) 449 366 1,231 
Okonomischer Koeffizient 28 24 1,17:1 
Calorischer Wert Glycerin/Glucose 1,18:1 


Ertragszahlen sowie der Maxima der 6konom. Koeff. (beide in Tab. 1 fett 
gedruckt) gebildet. Es ergibt sich also fiir beide eine vdllige Uberein- 
stimmung mit den calorischen Werten?. 

Im iibrigen ist der Wachstumsverlauf auferordentlich verschieden. 
Maximalertrag und autolytischer Abfall sind sowohl nach ihrer zeitlichen 
Lage wie hinsichtlich der Hohe auBerst wechselnd. Es laBt sich erkennen, 
da® F—-und A—-Staémme besser wachsen. Inder Ubersicht (8. 332) sind die 
Ertragswerte auf Glycerin (aus Tab.1) in die Klassen gut (iiber 500 mg), 
mittel (450—500 mg) und schlecht (unter 450 mg) gruppiert worden. Fir 


1Die Beriicksichtigung der (praktisch nicht exakt fafbaren) freien Energie 
wiirde das Ergebnis nicht andern. 
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Tabelle 1. Wachstumsverlauf mit Glycerin und Glucose als C-Quellen 


Trg = Trockengewicht; 6K = 6konomischer Koeffizient; Glye = Glycerin ; 
Glu = Glucose 


i 


Alter Glycerin Glucose 
Stamm] in End- mg Trg/ | mg Rest- 6K End- |mg Trg/| mg Rest-| 6K 
Tagen pH 100 ml | Glyc/100m1) in °/, pu | 100 ml |Glu/100ml| in °/, 
res aPC ST eats eter asd Dien deseees st Br Ec ti) pcr en ce 
2 7,35 106 1530 23 | 6,75 | 264 | 1088 29 
4 6,45 482 464 31 | 4,10 | 337] 388 21 
6 6,55 463 120 25 | 5,20 | 273 | 232 15 
I 8 | 6,95 373 70 19 | 7,30 | 246 0 12 
10 7,00 350 23 18 | 8,05 | 165 0 8 
12 7,90 265 30 13 | 8,50 | 169 0 8 
3 2 7,45 20 1679 6 | 6,50 | 155 | 992 15 
4 6,85 373 839 32 | 5,40 | 242 78 13 
6 7,05 442 59 22 17,15 | 385 78 20 
2 |. 8 | 7,45 |. 379 72 19 | 7,65 | 362 On Leta 
10 8,05 300 59 15 | 8,05 | 263 0 13 
12 8,55 280 24 fa thse  at7 0 1 
reg 8,10 165 1716 58 | 7,15 | 140 | 1600 35 
4 5,25 354 974 34 | 4,35 | 271 | 1220 34 
5 6 4,05 336 Sil 28 | 4,25 | 307) 880 27 
8 4,20 334 806 28 oh 4.95 393 1 708 24 
10 4,25 344 707 27 | 4,35 | 328 19 17 
12 4,10 342 632 25 | 5,25 | 317 0 16 
2 7,15 50 1878 40 | 5,85 | 168 | 1476 32 
4 6,55 177 1229 23 14,45 | 274] 216 15 
i 6 6,06 265 869 22 | 8,25 | 259] 124 14 
8 6,05 248 423 16 | 835 | 218 62 it 
10 7,20 244 70 13 | 8,50 | 236 0 12 
12 8,10 193 37 10 | 86 244 0 12 
2 7,05 204 1384 33) | 6,85 46 | 1508 | 9 
4 7,35 451 43 23 14,05 | 299| 741 24 
5 6 8,38 319 27 16 | 4,65 | 318] 416 20 
8 8,35 259 26 13 | 5,80 | 224 0 11 
10 8,70 193 12 9 | 7,45 | 206 0 10 
12 8,75 169 99 8 | 7,90 | 158 0 8 
2 5,70 407 1113 46 | 5,75 | 324 | 1180 40 
4 5,25 422 646 31 | 5,50 | 879 | 394 21 
2 6 7,85 356 126 19 | 8,00 | 310 62 16 
8 8,30 338 149 18 | 8,50 | 225 0 11 
10 8,65 305 37 16 | 8,50 | 241 0 12 
prc py he 8,65 295 46 15 | 8,55 | 251 0 13 
2 5,85 431 492 29 | 6,50 | 226) 672 17 
4 6,10 366 264 21 | 6,05 | 308 78 16 
y 6 6,20 324 228 18 | 4,65 | 870 0 19 
8 7,40 353 276 20 | 4,50 | 360 0 18 
10 8,25 360 176 20 | 6,45 | 229 0 12 
| 12 8,40 338 162 18...1.7.45. fe l75 0 9 
8 2 | 7,10 | 356 | 1090 39 16,85 | 76) 1680 | 24 © 
4 6,95 509 93 27 16,00 | 303 640 22 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


Glycerin 


Glucose 


Le mg Trg/ | _mg Rest- End- |mg Trg/| mg Rest-| 6K 
pH 100 ml |Glyc./100ml)| in °/, pu 100 ml |Glu/100ml1)| in °/, 
Smee tee ee te 4} DST 400 mal 1 Gla/LOOnd) in 9 
6. | 8.98" /oraes 70 |.24 | 480 | a3 o | 19 
8 eg Dav cong ae 29 | 22 | 630 | 296 On is 
10 H=S.oml 414 23 | 21 | 7,95 | 284 amyl 
12 | 8,20 | 450 23 | 23 | 7,90 | 288 0 | 414 
2 | 7,05 | 266 | 1113 | 29 | 6,00 | 428 | 858 | 87 
4 | 7,05 | 6586 50 | 80 |5,70 | 497| 164 | 26 
; 6 | 7,65 | 486 i7 | toa esau 511 0 | 26 
8 | 8,10 | - 436 6 | 22 | 7,90 | 455 0 | 23 
sOuA he SS Loh 1374 as 19 |8,15 | 453 0 | 23 
12 | 3,35 | 315 os 16 |8,40 | 366 0 | 18 
2 | 695 | 423 | 1175 | 61 |5,30 | 488 702 | 38 
ole 5t ASE 136 | 98 | 465 | 282] 496 | 19 
. 6 | 4,60 | 374 104. | 90" | 4,45.) aga | 2908 | “41 
geil S535 «| -ogs9 7g] $18 C1 ep hats or aes 
10 | 655 | 322 69! ve t7 +} 645d Ob leh’? 
12 | 7,90 | 303 23 | 15 | 8,00 | 162 ee ee 
2 | 7,45 34_| 1903. | 86 | 6,65.| 65 1788 | 26 
Zl = ope 279 4e0 | 18 | 6,40 | 117] 1712 | 41 
2 6 | 7,25 | 469 195 | 25 | 635 | 302] 1132 | 35 
gs | 7,40 | 384 111° | 21 | 6258 | 419 |) 51° | 22 
10 | 805 | 272 250 | 16 | 7,15 | 376 o | 19 
12 | 8,50 | 207 23 -| 15 | 8,25 | 274 QO hasta 
2 | 7,40 65 | 1631 | 18 | 6,90 | 69 | 1048 | 20 
4 | 7,10 |. 420 863. | 37 | 4,80 | 342| 624 | 25 
rf Gelcw ine - B16 12 | 26 | 4,90 | 337| 368 | 21 
2 gs | 7,40 | 428 i2 | 22 1860 | 195 0 | 10 
10 | 7,80 | 398 i2 | 20 | 8,65 | 168 o| 8 
12 | 860 | 323 6 | 16 | 8,55 | 182 0] 9 
2 |~7,00 | 334 | 1272 | 46 | 6,80 | 841 1670 | 20 
al 638. bet 403 | 37 | 4,25 | 236] 1408 | 40 
6 | 4,40 | 482 174 | 26 1415 | 499] 960 | 41 
13 g | 5,20 | 474 159 | 26-|5,15 | 3731 320 | 22 
10 | 7,10 | 252 151 | 14 16,16 | 332] 301 | 20 
12 | 7,90 | 203 145 | 11 1810 | 237] 256 | 14 
2 | 7,40 58 | 1062 @ lcl.15) 9161 1756 |. 6 
4 | 7,50 75 | 1025 Oe eos | 937]. 1136. | 11 
6 | 690 | 173 695 | 13 | 690 | 190| 204 | 11 
lf ge? | 6,58 204 641 | 15 | 680 | 2483) 176 | 13 
10 | 7,00 | 469 446 | 380 | 7,55 | 280 0 | 14 
12 | 7,15 | 327 96 | 17 | 7,40 | 278 0 |. d4 
2 | 7,38 98.| 1776 | 47 | 4,85 | 1600| 764 | 13 
4 | 710 | 194 | 1306 | 27 | 4,05 | 264] 320 | 16 
6 | 6,70 | 819 487 | 21 | 4,00 | 306| 298 | 18 
15 g | 6,90 | 308 60 | 16 | 5,30 | 811] 208 | 17 
10 | 7,70 | 207 12 | 10 | 7,50 | 220 Qeried 
12 | 8,60 | 143 17 7 | 7,45 | 140 erin? 
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die gleichen Stimme wurde das Mittel aus Tab.3 berechnet, ebenso der 
Glucosewerte aus Tab.1. Aus der F-- A-+--Gruppe finden sich also unter 
den schlecht wachsenden Stammen drei Stémme (2, 3, 4) unter den mittel- 
maBig wachsenden zwei (1, 5), keiner unter den gut wachsenden (Gly- 
cerin Tab.1). Die beiden anderen Versuche zeigen ebenfalls die Ertrags- 
abnahme nach der obigen 


Ubersicht : 
Gruppierung. 
gut mittel schlecht 5 A 
Staémme 8, 9, 12, 13 |1,5,10,11, 14] 2,3,4,6,7,15 Es stimmt damit tiber- 
mg mg ae ein, da8 der Mittelwert 
Glycerin 548 461 372 der Maximalzablen bei 
(Tab. 1) den Stémmen J—5 (F 
Glycerin 639 551 533 +A-+) niedriger liegt als 
otek! pre nian Coe bei den Stammen 6—10 
ucose 


(F—A-—). 

Von weiteren Einzelheiten sei darauf hingewiesen, daB bei Glucose, 
bis auf eine Ausnahme, ein volliger Verbrauch eintritt, niemals bei Gly- 
cerin. Diese Ausnahme ist Stamm 13, bei dem sogar am 12. Tage noch 
mehr Glucose vorhanden ist als Glycerin. 

Stamm 14 fallt véllig aus dem Rahmen heraus mit seinem langsamen 
Wachstum und spaten Maximalertrag. Auch bleibt bei ihm der pq-Wert 
auf Zucker sténdig auffallend hoch. 


Atmungsversuche 
Veratmung von 2,5 mol Glycerin 

Die Werte finden sich in Tab.2 rechts. Wiederum ein sehr wechselndes 
Bild: Teils verhalten sich bei den einzelnen Stiimmen die verschiedenen 
Altersstadien gleich oder anniihernd gleich, teils findet sich ein Maximum 
in verschiedenen Altersstadien. Der héchste Atmungswert von 82,7°/, der 
theoretischen Menge findet sich bei Stamm 3 im Alter von 4 Tagen. Er 
iiberschreitet damit betrichtlich den von Waksman (1950) fiir Str. 
lavendulae angegebenen Wert von 45°/,, der auch in vielen anderen Fallen 
iiberschritten ist. Hin Zusammenhang mit den F A-Reihen kann nicht 
erkannt werden. Stamm /¢ fallt auch hier mit den niedrigsten Atmungs- 
werten (18,6—25,4°/,) aus dem Rahmen heraus. 

Auch ein Zusammenhang mit den in Tab.1 mitgeteilten Trockensub- 
stanzwerten lat sich nicht erkennen. Zwar kénnte man bei Stamm 14 
die bis zum 5. Tage steigende Sauerstoffaufnahme mit der langsamen 
Entwicklung in Zusammenhang bringen. Aber Stamm 10 entwickelte 
sich sehr schnell, zeigt aber ebenfalls den Atmungsanstieg bis zum 
5. Tage. Ahnlich verhalt sich Stamm 4. Diese beiden Stimme gleichen 
wiederum in dem Verlauf der Trockensubstanzbildung anderen Stiéimmen 
ohne den spateren Atmungsanstieg. 
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Qo, (ul O.-Aufnahme|mg Trockensubstanz|Stunde ) 

Der Qo,-Wert (Tab.2, links) fallt von dem Maximum am_ 2. Tage 
kontinuierlich zum 5. Tage ab, von geringfiigigen Ausnahmen abgesehen. 
Die starkere Atmung von jungem Mycel wurde von verschiedenen Autoren 
fiir Actinomyceten und Pilze festgestellt (z.B. Gorrnren u. ANDERSON 
1948; Gorriies 1953; HockEenuut et al. 1954: CocHRaNnE 1958; 


Tabelle 2. Atmungsversuche 


Qo, (ul O2/mg Trockengewicht/Std) mit 
Glycerin als Substrat 


O,-Aufnahme je 2,5 “mol Glycerin in °/, 
des theoretischen Wertes (196 ul O2) 


Stamm 
Alter des Mycels in Tagen Alter des Mycels in Tagen 
3 4 2 3 4 5 
I 46,9 18,2 12,1 12,5 45,3 52,0 51,0 45,6 
2 58,8 22,4 14,7 15,4 33,1 ATE 28,2 21,0 
3 21,9 13,7 12,6 | -15,5--} 65,7 -|° 79,9 | 82,7)" 60,2 
4 37,0 Sonn 26,4 28,2 38,9 31,2 47,4 53,4 
5 58,8 30,9 16,6 6,0 68,3 49,3 53,8 48,8 
6 85,7 | 32,7 | 26,6 | 15,2 | 71,9 | 52,7 | 42;6 | 46:1 
vf 78,2 38,8 38,6 24,0 35,2 40,5 40,4 40,5 
8 34,6 | 12,7 Ob | IZT Fe Seee an ay aieead 8 1. 80'T 
9 50,2 30,9 25,7 17,2 37,3 30,9 25,1 16,2 
10 41,8 28,1 24,1 17,0 31,9 36,5 39,6 45,7 
ay, 38,7 29,7 22,3 14,9 41,8 37,8 36,3 51,6 
2 47,8 | 45,6 | 46,4 | 33,8 | 37,1 | 24,9 | 27,5 | 45,2 
13 80,9 Dost 48,6 29,3 37,3 58,8 39,1 29,0 
14 9,4 9,7 12,1 sei 18,6 21,6 19,1 25,4 
15 46,2 | 20,5 | 19,8 | 19,9 | 666 | 69,2 | 68,6 | 66,4 
InovE 1958; Prive 1959). Die Maximalwerte schwanken aber zwischen 


21,9 und 80,9. (Von dem anomalen Stamm /4 sei auch hier abgesehen.) 
Es zeigt sich (siehe die folgende Ubersicht) ein gewisser Zusammenhang 
zu den F A-Gruppen. Das bedeutet also einen deutlichen Anstieg von der 


Grup- 
pe 
Tag 


2 21,9— 58,8 | 34,6— 78,2 | 28,7— 80,9 
5 6,0— 28,2 | 13,1— 24,0 | 14,9— 33,8 
2—5 | 64,0—127,0 | 70,0—124,0 | 96,0—213 


Qo,-Extremwerte bei 


Frat | Fra— | F-Aa— 


F+A-+-Gruppe zur F—A—-Gruppe, also von den Stémmen mit 
Antibiotica- und Farbstoffbildung zu den Stémmen ohne diese Higen- 
schaften. Dies steht in Einklang mit den Beobachtungen von D6LLE 
(1957), wonach bei einem farblosen Stamm von Sfr. purpurascens der 
Sauerstoffverbrauch hoher ist als bei dem rhodomycinbildenden Stamm, 
wihrend Pravex (1959) fiir einen Actinomycinbildner das Gegenteil fand. 
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Bemerkenswert erscheint noch folgendes: Bei den Stammen 1—4, die 
also zur F-+ A-+--Gruppe gehoren, findet sich ein Anstieg des Qo,-Wertes 
am 5. Tage, nicht aber bei dem zur gleichen Gruppe gehérigen Stamm 5. 
Dieser hatte aber die Antibioticabildung im Laufe der Kultur verloren, 
wahrend Stamm 8, ebenfalls mit Anstieg am 5. Tage, diese Eigenschaft 
gewann. Bei diesem Stamm ist der Qo,-Wert am 2. Tage auch am gering- 
sten unter den Stammen 6—15 (von dem ,,anomalen‘* Stamm 14 
abgesehen), wihrend umgekehrt Stamm 4 in seiner Gruppe den héchsten 
Qo,-Wert erreicht. 


Reduktions- und Katalaseaktivitat 
Tab.3 zeigt das Ergebnis. Reduktions- und Katalaseaktivitat (beide 
im gleichen Ansatz bestimmt) haben beide ihr Maximum im allgemeinen 
zu Beginn der Entwicklung. Doch lauft die Katalaseaktivitat der Reduk- 
tionsaktivitat meist um 1 Tag voraus, wie die folgende Ubersicht zeigt: 


Maxi 4.— 6. 
peers ¥ 2. 3. Tag 
Stamm 
Katalase 3, 4,,0,.6, 9, | 2,8 haa ay 
10, LIRAZ, 
18, 15 
Reduktion | 9 Be Os. bx Os LO a Clsel Lal cere 
18, 14, 15 IZ 


In ihr sind auch die Ausnahmen von der Regel gut zu erkennen, z. B. 
die spate Formazanbildung bei Stamm 3 und 4. Die Formazanbildung 
hat, wie ersichtlich, ihr Maximum in der log. Phase (vgl. ahnliche 
Ergebnisse bei KoppER 1952; RADLER 1955; KovAcs u. MarKovics 1957), 
und es stimmt damit iiberein, daB bei den beiden Stéimmen 3 und 4 das 
Entwicklungsmaximum extrem spit lag. 

Vom anfanglichen Maximum findet aber kein kontinuierlicher Abfall 
statt; sondern spiter treten haufig Sekundérmaxima auf, die bei der 
Formazanbildung in Einzelfillen fast die Héhe des ersten Maximums 
erreichen (Stamm /5) oder bei der Katalaseaktivitét sogar iibertreffen 
kann (Stamm 7). Dieser Stamm 7 zeigt somit ein Verhalten, wie es 
RADLER (1955) fiir Azotobacter chroococcum sowie McCartuy u. HInsHEL- 
woop (1959) fiir Aerobacter aerogenes beschrieben haben. Erwahnt sei, daB 
die Stamme mit der héchsten Katalasebildung am 1. Tag (2, 4, 5, 9 und 
10) auf Medium A + 2°/, Agar einen dunkelbraunen bis schwarzen 
Farbstoff bilden. In spateren Altersstadien tritt der Unterschied zu 
der Katalasebildung nicht mehr so klar hervor. Immerhin haben die drei 
braunen Stéamme 2, 5 und 9 die héchsten Endwerte. 

McCarry u. HtINsHELWOoD glauben, daB die Katalasebildung mit der 
Aciditat zusammenhinge. Aber das kénnte héchstens fiir den sekundaren 
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Anstieg zutreffen, der offenbar, laut Tab.1, etwa mit dem Sinken der 
pu-Werte zusammentrifft. Allerdings zeigt Stamm 2 mit dem héchsten 
Katalase-Endwert in keinem Altersstadium eine saure Reaktion, Ganz 
gegen die erwahnte Meinung spricht aber die Tatsache, daB das starke 
Maximum der Katalasebildung zu Beginn der Entwicklung liegt, meist 
am 1. oder 2, Tage, wenn der py-Wert nach Aussage der Tab. 1 noch nicht 
abgesunken ist. 

Die gleichen Uberlegungen gelten fiir die Auffassung, daB die Katalase- 
aktivitat mit der Autolyse zusammenhinge (RADLER 1955; BorTELS 


Tabelle 3 
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1956; Wi1aMs u. Sessums 1959): Auch hier spricht das Katalase- 
maximum gleich zu Beginn der Entwicklung gegen diese Auffassung, 
wenigstens im vorliegenden Falle. Wieweit das sekundire Maximum 
Hinweise geben kénnte, kann nicht scharf genug erkannt werden. 

Auch ein Zusammenhang von Katalase- und Reduktionsaktivitat mit 
den F A-Gruppen 1a8t sich nicht erkennen, wahrend verschiedentlich bei 
Bakterien starkere Katalasetatigkeit fiir gefarbte Stamme angegeben 
wird, ebenso von D6LLE (1957) fiir Str. purpurascens. Von dem oben 
erwahnten Zusammenhang mit den ,,Humus“ bildenden Stoffen sei dabei 
abgesehen. 

Cytochromsystem 

Eine Beziehung zu den F A-Gruppen ergab sich nicht, wahrend DOLLE 
bei einem farblosen Stamm von Str. purpurascens Cytochrom fand, das 
bei dem farbstoffbildenden Ausgangsstamm fehlte. Alle 15 Stamme (mit 
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teilweiser Ausnahme von J und 10) besa8en ein gleichartiges und voll- 
standiges Cytochromsystem von vier Cytochrombanden (vgl. THIMANN 
1955). Cytochrom a fehlte, wie auch Smrru (1954) von Acetobacter pasteu- 
rianum berichtete, wo es durch a, ersetzt war. 

1. Ein schwaches Band lag bei 590—600 my, stirker nur bei Stamm 2. 
Es scheint durch eine Kombination von Cytochrom a, (590 my) und ag 
(600 mu) zustande zu kommen; eine Auflésung in die beiden Bestandteile 
ist offenbar schwierig. Eine solche Kombination haben HOLLMANN u. 
THOFERN (1955) sowie SmitH (1954) angegeben. Hingegen fanden HEIM et 
al. (1957) sowie Inovz (1958b) keine Cytochrome (a, + a,). Sie konnten 
auch bei meinen Stémmen 7 und 10 nicht nachgewiesen werden. 

2. Die iibrigen Cytochrome, b bei 558—560 my und ¢ bei 550 —552 my, 
waren bei allen Stémmen gut ausgebildet, schwiacher nur bei Stamm 10 
und 12, Alle Stémme zeigten endlich die £-Spitze, in keinem Falle die 
y-Spitze. 


Atmungshemmung durch Cyanid 

Durch 2 - 10-* m KCN wurde innerhalb der ersten 4 Std eine 50°/,ige 
Atmungshemmung verursacht, wie sie WARBURG (1946) in etwa gleicher 
GréBenordnung bei verschiedenen lebenden Zellen fand. Das zeigt also, 
da das Cytochromsystem wirksam ist, Aber seine relativ schwache 
Entwicklung la8t die Méglichkeit 
offen, daB noch andere, etwa 
Flavin-Systeme, bei der End- 


Tabelle 4 
Phenoloxydasen-Test der 15 Stimme 


Stamm |Hydrochinon ae nt Tyrosin Oxydation beteiligt sind, worauf 
auch die Katalaseaktivitat hin- 
A % 5} rt weist. Phenoloxydasen kommen 
3 a ri i wegen ihres nur vereinzelten Vor- 
4 my = £ kommens kaum in Frage. 
5 “tr ae 2. 
6 be iy Phenoloxydasen 
7 ad < — Tab.4 zeigt die Ergebnisse. Im 
a ig a allgemeinen sind Phenoloxy- 
10 al he - dasen schwach vertreten. Allein 
11 ne sa ia Stamm 3 ergab auf allen drei 
12 a ig) Al gepriiften Substraten einen posi- 
13 as aL aA tiven Ausfall. Auffallend ist 
14 7 a — auch, da die Stéimme J—4J, also 
uo a * = die F+ A-+-Gruppe mit sieben 


positiven Fallen vertreten sind, 
die iibrigen, 6—15, mit nur fiinf positiven Fallen. Falls es sich um keinen 
Zufall handelt, wire dies Ergebnis wiederum dem von Dorin (1957) 
entgegengesetzt, der bei einem farblosen Stamm von Str. purpurascens 
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positive Phenoloxydase-Reaktion fand, waihrend FRomMER (1955) das 
Auftreten von Phenoloxydase bei steigender Rhodomycinbildung angibt. 
Wie schon erwihnt, ist nach diesem Befund die Beteiligung von Phenol- 
oxydasen an der Endoxydation, zum mindesten allgemein, unwahrschein- 
lich. 
Sdurebildung 

Vorversuche zeigten, daB die beste Sdurebildung in Medium B Ap 
Glucose + 0,25°/, Glykokoll) stattfindet. Sie entsprach bei Stamm J zur 
Zeit des niedrigsten py-Wertes 4,12 ml n/10 NaOH/100 ml Kulturlosung. 


Tabelle 5. Papierchromatographie organischer Sduren 
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In diesem Medium wurde die Saure papierchromatographisch bestimmt 
(Tab.5). Brenztraubensdure (schon von HocKENHULL et al. 1947 sowie 
Birt et al. 1954 angegeben) und Milchsaure (schon von vielen Autoren 
festgestellt) herrschen also vor (vgl. [voux fiir Str. griseus), wahrend 
D6xLE (1957) und PRAvzE (1959) sie nur bei farblosen Stéammen von Str. 
purpurascens feststellten. Adipinséure (schon von INouE 1959c fest- 
gestellt) war bei neun Staémmen nachzuweisen. 

Ein Zusammenhang zwischen Saéurebildung und F A-Gruppen laBt 
sich nicht erkennen. 


Riickblick 


Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen an 15 Streptomyce- 
ten-Stammen sind schwer zu interpretieren. Teils finden sich Uberein- 
stimmungen, teils sehr groBe Verschiedenheiten. AuBerst verschieden ist 
von Stamm zu Stamm der Verlauf der Entwicklung mit Glycerin oder 
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Glucose als Kohlenstoffquelle (Lage des Maximalertrages und des ékono- 
mischen Koeffizienten, Hohe des Ertragsabfalls, py-Wert), ohne daB eine 
bestimmte Gruppierung erkannt werden kann. Andererseits besteht fast 
vollige Ubereinstimmung fiir alle Stamme darin, daB Glycerin nicht vollig 
verbraucht wird, wohl aber Glucose, ferner, daB auf Glucose ein niedri- 
gerer py-Wert erreicht wird und der ékonomische Koeffizient geringer 
ist als auf Glycerin. Im letztgenannten Falle ergibt sich eine klare Uber- 
einstimmung mit den calorischen Werten von Glycerin und Glucose, 
ebenso in der Héhe der Maximalertrage. 

Katalase- und Reduktionsaktivitaét zeigen einheitlich ein Vorauseilen 
der erstgenannten mit einem Maximum zu Beginn der Entwicklung; 
spater schlieBt ein Abfall an, dem wiederum ein zweites, niedrigeres 
Maximum folgt, dessen Lage aber verschieden ist. 

Die Sauerstoffaufnahme bei der Veratmung einer bestimmten Glycerin- 
menge durch verschieden altes Mycel ist sehr verschieden sowohl in der 
Hohe wie in der Lage des Maximums, das je nach dem Stamm bei dem 
2, 3, 4 oder 5 Tage alten Mycel liegen kann. Hingegen liegt (von dem 
,anomalen‘‘ Stamm 1/4 abgesehen) das Maximum des Qo, (ul O,/1 mg 
Trockensubstanz/Stunde) einheitlich bei 2 Tage altem Mycel; dann fallt 
der Qo,-Wert ab, steigt aber bei einigen Stammen (siehe unten) bei dem 
5 Tage alten Mycel wieder an. Es muB darauf verzichtet werden, hierfiir 
eine physiologische Erklarung zu geben. 

Schr einheitlich ist wiederum das Cytochrom-System sowie die Bildung 
organischer Saéuren, wihrend Phenoloxydasen nur vereinzelt bei einigen 
Stammen auftreten. 

Geht man der eingangs gestellten Frage nach, wieweit sich Beziehungen 
im Stoffwechsel zu der Bildung von Farbstoffen und Antibiotica ergeben, 
wie sie DOLLE (1957) fiir Str. purpurascens gefunden hat, so stellt man fiir 
die Stémme ohne Farbstoff und Antibiotica (F —A—-Gruppe) gegeniiber 
solchen mit diesen Eigenschaften (F-+- A-+-Gruppe) fest: 


1, hdheren Maximalertrag, 
2. héhere Qo,-Werte. 


Alle anderen gepriiften morphologischen und physiologischen Charak- 
teristika streuen unregelmaBig. 

Insbesondere sei nochmals auf den oben S. 334 beschriebenen Fall von 
Stamm 4 (I++ A+--Gruppe) und Stamm 8 (F+ A—-Gruppe) hingewiesen, 
die im Verlaufe der Kultur ihre Antibioticabildung verloren bzw. 
gewannen und sich in Hinsicht auf obigen Punkt 2 in entsprechendem 
Sinne von ihrer Gruppe entfernten. 

Wenn auch PraAve (1959) fiir Actinomycinbildner fand, daB schlechte 
Bildner schlechter wachsen als gute, so ergaben die vorliegenden Versuche 
doch einen Hinweis auf das bessere Wachstum farbloser und nicht 
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Antibiotica bildender Stamme, wie es FROMMER (1955) und D6LLE (1957) 
fiir Streptomyces purpurascens gefunden haben. D6LLE faBt die Rhodo- 
mycinbildung sogar als pathologischen Vorgang auf und FRoMMER 
beschreibt eine Degeneration von rhodomycinbildenden Stammen bis zum 
volligen Eingehen der Kultur. So erscheint es durchaus moglich, daB bei 
Versuchen wie den vorliegenden extrem ,degenerierte‘‘, Farbstoff und 
Antibiotica bildende Stéimme nicht erfaBt werden, weil solche Stamme 
sich auf die Dauer in der Kultur nicht hielten. Es miiBten sich also 
vorhandene Unterschiede in den F A-Gruppen verwischen. Andererseits 
besteht die Méglichkeit, daB sich verschiedene Arten verschieden verhal- 
ten. Allerdings deutet die Angabe von PrRAvn, wonach bei gewissen 
Kohlenstoffquellen, auf denen Wachstum, aber keine Bildung von 
Actinomycin stattfindet (bei Stémmen, die normalerweise diese Stoffe 
bilden), darauf hin, daB Actinomycin nicht zu den unbedingt notwendigen 
normalen Stoffwechselprodukten gehort. 

Endgiiltige Antwort auf diese Fragen kénnten nur Versuche geben, bei 
denen méglichst zahlreiche, von einer Hinsporkultur gewonnene Mutanten 
verwendet werden. Ansatze dazu finden sich bei PRAvE; aber diese 
Versuche sind nicht eingehend genug, um ein abschlieBendes Urteil zu der 
hier angeschnittenen Frage zu erméglichen. 


Zusammenfassung 


Es wurden 15 Stéamme von Streptomyceten untersucht, die nach dem 
Fehlen oder Vorhandensein von Farbstoffen und Antibiotica gruppiert 
und auf Veranderungen in einigen Stoffwechselaktivitaten im Verlauf des 
Wachstums untersucht wurden. 

Farblose und nichtantibioticabildende Stémme zeichneten sich vor 
gefarbten und antibioticabildenden aus durch 1. hdhere maximale 
Ertragswerte, 2. héhere Qo,-Werte (ul O,/1 mg Trockensubstanz/Stunde). 
Bei allen iibrigen untersuchten Stoffwechselaktivitaten fehlten Korrela- 
tionen. 

Auf Glycerin und Glucose als C-Quellen stehen Maximalertrag und 
6konomischer Koeffizient im Verhaltnis der calorischen Werte der 
C- Quellen. 

Die Katalaseaktivitat lauft der Reduktionsaktivitat ein wenig voraus. 

Alle Stimme zeigten ein einheitliches Cytochromsystem. Cyanid 
hemmt die Atmung. Phenoloxydasen fanden sich nur vereinzelt. 

Von organischen Sauren herrschen (auf Glucose) Brenztraubensadure 
(bei allen Stémmen vorhanden) und Milchséure (fehlt nur bei zwei 
Staémmen) vor. Bei neun Stémmen fand sich Adipinsdure. 

Herrn Prof. Dr. A. Rrppet danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und ihm 


sowie Herrn Prof. Dr. H. G. Scunecen und Herrn Doz. Dr. N. Prennie fur das 
rege Interesse, das sie meiner Arbeit entgegengebracht haben. -- AuBerdem bin 
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ich Herrn Prof. Dr. H. Brockmann fiir die Uberlassung von Streptomyceten- 
Stimmen sowie Herrn Prof. Dr. R. Meyer fiir die Unterstiitzung bei Einzell- 
Tsolierungen zu groBem Dank verpflichtet. — Unterstiitzt durch Mittel der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft. 
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Aus dem Institut fiir Allgemeine Botanik der Friedrich Schiller-Universitat Jena 


Zur Physiologie der Kupferwirkung auf Conidien 
von Fusarium decemceellulare (Brick) 


II. Mitteilung 


Von 
R. TROGER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 5. August 1960) 


In friiheren Mitteilungen (TR6cER 1958 u. 1960c) ist beschrieben 
worden, daB Conidien von Fusarium decemcellulare (Brick) nach Be- 
handlung mit CuSO, bzw. Cu-Ca-Verbindungen (Bordeaux-Briihe) 
Aminosauren an das Suspensionsmittel abgaben und gleichzeitig damit 
einen Teil des Kupfers, das in die Conidie eingedrungen war, wieder 
verloren. Diese Aminosaéure-Kupferabgabe der metallbehandelten Coni- 
dien — vielleicht in Form von Aminosaure-Kupfer-Komplexen — war 
als ein Mechanismus der Zellschddigung durch das Kupfer angesehen 
worden, da durch Kupfer der EiweiSstoffwechsel der Conidie blockiert 
wird. Das Abbinden des ,,Aminosaure-Pools*‘ der Conidie als komplex- 
chemische Reaktion muB, wenn man das Schrifttum iiber die fungicide 
Kupferwirkung bearbeitet, als eine einfache und unkomplizierte Er- 
klarung des fungistatischen bzw. fungiciden Wirkens von Kupfer an- 
gesehen werden. Ohne auf andere Thesen, z. B. die Oxydationskatalyse 
‘der Cu-Ca-Partikel (VILLEDIEU u. Mitarb. 1923; CHaAINE 1929), das 
Wirken von Cu auf die Fermente der Zelle (BARRON 1951; SLATER 1958; 
SUMNER u. SomMERS 1953; Woratz u. Mitarb. 1957; Byrps& u. Mitarb. 
1956; OwEns 1953; Bruns u. SttTramn 1951/52; Kusowirz 1937; 
DALTON u. NELSON 1938/39; HorsFaLy 1956) oder auf Zellproteine (zu- 
sammenfassende Darstellung bei Gurp u. Mitarb. 1956) naher einzugehen, 
sollen in dieser Abhandlung weitere Ergebnisse beschrieben werden, die 
sich auf das Wechselspiel Conidie-Kupfer-Aminosaéurekomplex beziehen. 


Material und Methode 


Versuchspilz war Fusarium decemcellulare (Brick). Taxonomische Daten ver- 
6ffentlichten WOLLENWEBER U. REINKING (1935). Die Anzucht des Pilzes erfolgte 
ausschlieBlich auf Malzagar nach der Methode, wie sie bereits beschrieben wurde 
(TROGER 1958). 

Fiir die Metallbehandlung sind die Conidien den 10—20 Tage alten Anzuchten 
entweder mittels Spatel bzw. Ose oder durch Abschwemmen entnommen worden. 
Die Conidien wurden sofort in Aqua dest. suspendiert und mehrmals mit Aqua 
dest. (Filter: Schott G 4) gewaschen. Fiir die Versuche wurde eine Suspension mit 
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5 - 10° Con./ml eingestellt. In diese Suspensionen kamen dann die Metallsalze. Nach 
24 —30 Std sind die gekupferten Conidien vom Suspensionsmittel getrennt worden 
(Schottfilter G 4). Fiir den Kupfernachweis, sowohl in den Conidien, als auch in 
Fliissigkeiten wurde Diphenylcarbazon bzw. Na-diithyldithiocarbamat verwendet. 

Fiir die Kupferbestimmungen wurde ein Zeiss-Pulfrich-Photometer und Na- 
diathyldithiocarbamat benutzt. 

Alle Glasgerate waren aus Jenaer Gerateglas 20. Das Wasser ist in einer 
Rasotherm- bzw. Gerateglas 20-Apparatur destilliert worden. 

Die Chemikalien wurden von der Labor Chemie Apolda bzw. Berlin, von Merck 
und Schuchardt bezogen und hatten den handelsiiblich héchsten Reinheitsgrad. Die 
cH+ ist mit Indikal-Streifen der Firma Berlin-Chemie gemessen worden. 

Die Abbildungen wurden mit der Contax D auf Agfa Isopan FF hergestellt. 


Versuchsergebnisse 


In einer friiheren Mitteilung (TR6GER 1960) ist berichtet worden, 
daB auf Chromatogrammen, die zum Trennen von Exkreten gekupferter 
Conidien benutzt wurden, bei Anwendung von Butanol-Essigsdure- 
Gemischen mit Komplexbildnern als IndicatorenKupfer nachzuweisen war. 

In weiteren Versuchen ist nun der Cu-Komplexbildner Dipheny]l- 
carbazon sofort in das Suspensionsmittel gegeben worden, worin vorher 
24 Std lang gekupferte Conidien gelegen hatten. In dem Suspensions- 
mittel konnte kein Cu mit Diphenylcarbazon aufgefunden werden, ob- 
wohl die Aciditat der Suspension (px 6,8) fiir den Cu-Nachweis giinstig 
war und auf den parallel dazu angesetzten Chromatogrammen Cu auf- 
gefunden wurde. Es ist nun zuerst der Annahme nachgegangen worden, 
daf vielleicht im Suspensionsmittel das Cu in zu kleiner Menge vor- 
liegen kénnte, der Indicator also nicht wirksam wird. In eingedunsteten 
Filtraten der Cu-haltigen Suspensionsmittel konnte aber mit Hilfe von 
Diphenylcarbazon auch kein Cu aufgefunden werden. Auf den parallel 
angesetzten Chromatogrammen war es aber wiederum regelmaBig zu 
finden. 

Mit Essigsiure konnten die Filtrate leider nicht angeséiuert werden, 
da der Indicator bei starker Aciditat versagt. 

Wurde Na-diathyl- bzw. Na-dimethyldithiocarbamat als Cu-Komplex- 
bildner benutzt, dann war das Cu in den Filtraten aufzufinden, doch 
dauerte das Zustandekommen des braunen Kupferkomplexes oftmals 
1—2 min. Dieses Versuchsergebnis ist ungewohnlich, da sich sonst Cu 
fast spontan mit diesen Komplexbildnern umsetzt. 

In Kontrollversuchen, wobei die Filtrate der gekupferten Conidien 
36 Std im Labor in Reagensglasern standen, konnte sowohl mit Diphenyl- 
carbazon wie auch mit Na-diathyldithiocarbamat sofort Cu nachgewiesen 
werden. Wahrend dieser Zeit miissen also die Bestandteile der Losung 
eine Umwandlung erfahren haben, wobei nicht auszuschlieBen ist, daB 
Mikroorganismen beim Filtrationsproze8 und beim Aufbewahren die 
Fliissigkeit infiziert hatten. 
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Versuche mit Reinsubstanzen der Aminosiuren brachten Ergebnisse, 
die darauf deuten, da8 im Suspensionsmittel der gekupferten Conidien 
Aminosaure-Kupferkomplexe vorliegen. Den Aminosiiure-Kupferkom- 
plexen aus Reinsubstanzen konnte Diphenylcarbazon auch nicht das 
Kupfer entreifen, obwohl Na-dimethyl- bzw. -diathyldithiocarbamat 
die Aminosaure-Kupferkomplexe zerstérte. DaB trotzdem auch mit Di- 
phenylearbazon Umsetzungen bei den genannten Komplexen méglich 
sind, zeigten Parallelversuche, wobei der Indicator bis 24 Std mit den 
Komplexen (px 6,8 wurde mit KOH eingestellt) in Beriihrung blieb. 
Bei diesen langen Versuchszeiten kommt es dann auch zum Zerstoren 
der Aminosaure-Kupferkomplexe durch Diphenylearbazon, sowohl bei 
den Untersuchungen mit Reinsubstanzen, als auch bei den Filtraten. 
Von den verwendeten Indicatoren sind also die Thiocarbamate die 
Komplexbildner mit der gréBeren Affinitét zum Kupfer. 

Nach diesen komplexchemischen Untersuchungen wurde in weiteren 
Ansatzen iiberpriift, wieviel Metall die kupfervergifteten Conidien bei 
langerem Verbleiben in der Suspension wieder verlieren. Fiir Versuche 
sind Conidien (5 - 10%/ml) mit 10 y Cu/ml (als Sulfat) versetzt und zur 
Sicherheit, daB sich kein Kupfer mehr im Suspensionsmittel befindet, 
nach 2 min filtriert, gewaschen (zweimal mit 50 ml H,O dest. je Filtra- 
tion) und in H,O dest. resuspendiert worden. Nach 5 min, 10 min, 
20 min, 1 Std, 3 Std, 8 Std, 20 Std, 30 Std und 50 Std wurde der Suspen- 
sion ein bestimmter Anteil des Suspensionsmittels entnommen, filtriert 
und im Filtrat das Kupfer bestimmt. Tab.1 gibt Auskunft iiber das 
Versuchsergebnis. 

Tabelle 1. Kupfermengen, die aus gekupferten Conidien von Fusarium decemcellulare 


als Aminosdure-Kupferkomplex wieder ausgeschieden wurden (Kupfergabe: 10 y/ml; 
Conidienanzahl: 6 - 10°/ml) 


Gels vom Degith | 5 10 ae 3 8 20 | 30 50 
der Kupfer- min | min | min | Std | Std | Std | Std | sta | Sta 
behandlung 

Kupfer im | | | | | | 
ee oe OS Weal | LO, Bo.) 8,2 


Aus Tab.1 ist zu ersehen, da8 von den 10 y Cu/ml, die von den Coni- 
dien aufgenommen worden waren, 8,2 y Cu/ml nach 50 Std, vom Be- 
ginn der Metallwirkung an gerechnet, wieder in der Suspensionsfliissig- 
keit als Aminosiure-Kupferkomplexe vorlagen. Nur 1,8 y Cu/ml waren 
also in den Conidien verblieben. Wird einmal falschlicherweise an- 
genommen, da nur von den 1,8 y Cu/ml das Giftwirken auf die Coni- 
dien ausgeht, so miiBten, wie Vergleichsversuche ergaben, mindestens 
30—509/, aller Conidien, die ja nur noch 1,8 y Cu/ml gebunden hatten, 
auskeimen. Das war aber nicht der Fall, wie durch Kontrollversuche 


nachgewiesen werden konnte. 
23* 
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Gleichzeitig neben den Kupferbestimmungen ist der Nachweis des 
eingedrungenen Metalles in den Conidien und die Keimfahigkeit der- 
selben iiberpriift worden. Folgendes iiberraschendes Ergebnis konnte 
erzielt werden: Rund 1°/, der gekupferten Conidien waren ausgekeimt. 
Es handelt sich dabei um Conidien, die in mehreren Kammern Cu- 
positiv reagierten, doch aus scheinbar Cu-freien Kammern hatten diese 
Conidien Keimschlauche getrieben. Die Keimhyphen waren kurz und 
verkiimmert, aber doch deutlich festzustellen. Uberimpfungen dieser 
Conidien oder groBer Conidienmengen aus der Suspension auf Malzagar 
ergaben auf dem Nahrboden normale Pilzkolonien. In einer Suspension 
mit 10 y Cu/ml waren also einige Conidien gekeimt, obwohl nachweislich 
alles Kupfer zuerst von den Conidien aufgenommen worden war und 
sich dann wieder rund 8 y Cu im Suspensionsmittel als Aminosaure- 
Kupferkomplexe befanden. 

In weiteren Versuchen ist nun das Cu-haltige Suspensionsmittel ge- 
kupferter Conidien beziiglich der Giftigkeit auf ,normale‘‘ Conidien 
gepriift worden. Die Versuche sind so angesetzt worden, da} die Conidien- 
suspension, deren Conidien 10 y Cu/ml aufgenommen hatten und von 
denen 8,2 y Cu/ml wieder in das Suspensionsmittel zuriickgingen, einer 
Filtration unterworfen wurde. Durch das Filtrieren konnten die noch 
mit 1,8 y Cu/ml behafteten Conidien abgetrennt werden, und das Filtrat 
mit 8,2 yCu/ml, als Aminoséure-Kupferkomplex, stand fiir Keim- 
versuche zur Verfiigung. In das Filtrat sind 1 - 104 Conidien/ml gegeben 
worden, deren Kupferaufnahme und Keimverhalten nach 24stiindigem 
Bebriiten untersucht wurde. 

Bei der mikroskopischen Kontrolle der Keimschalen konnte festgestellt 
werden, da ausnahmslos alle neu zugesetzten Conidien gekeimt hatten, 
obwohl sie sich also in einer Suspension befanden, die 8,2 y Cu/ml ent- 
hielt, das mit Hilfe von Na-diaithyldithiocarbamat zu bestimmen war. 
Das Substrat wirkte auf die neu zugesetzten Conidien keimungs- 
stimulierend, da die Keimung in den Kontrollschalen, in denen die 
Conidien lediglich in Aqua dest. suspendiert waren, bedeutend schlechter 
war. Die Exkrete der gekupferten Conidien, zuziiglich der 8,2 y Cu/ml, 
als Aminoséure-Kupferkomplex, waren beinahe als Naéhrlésung fiir un- 
gekupferte Conidien anzusprechen. 

Mittels Diphenylearbazon bzw. den Thiocarbamaten konnte in den 
Conidien, die in den Exkreten gekupferter Conidien 24 Std lang gelegen 
hatten, kein Cu nachgewiesen werden. Kontrollbestimmungen der Cu- 
Menge im Suspensionsmittel mit Na-didithyldithiocarbamat brachten 
wiederum 8,2 y Cu/ml. 

In weiteren Versuchen sind die Cu-Bestimmungen alle 2 Std vom 
Beginn der Beimpfung der Exkretfiltrate durchgefiihrt worden. Auch 
diese Untersuchungen zeigten, daB das Exkretkupfer von normalen 
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Conidien nicht aufgenommen worden war. Die Aminosaure-Kupfer- 
komplexe, wie sie aus gekupferten Conidien austreten, sind also fiir 
, normale‘ Conidien kein Gift. 


In weiteren Untersuchungen, bei denen Conidien Aminosaure-Kupfer- 
komplexen ausgesetzt waren, die aus dem Zusammenmischen von Kupfer- 
sulfat- und Aminosaurelésungen (Aminosduren etwas im Uberschu8, um 


Tabelle 2, Das Keimverhalten von Conidien des Pilzes Fusarium decemcellulare in 
Aminosture-Lésungen (10->m) und in den dazugehérigen Kupferkomplexlisungen 


(3 y Cu/ml) 
Aminostur See) GRE gery eaaln a Wier 
oe pa- Wert iy towert mabe Goa steal 

Methionin 8,2 45 6,8 — 
Methionin-Cu 8,2 46 6,6 — 3 
Leucin 8,2 62 6,6 

Leucin-Cu 8,2 62 6,6 — 3 
Valin 8,2 70 6,9 

Valin-Cu 8,2 71 6,6 -- 3 
Glutaminsaéure 8,2 100 6,8 

Glutaminsaure-Cu 8,2 98 6,6 3 
Serin 8,2 82 6,8 

Serin-Cu 8,2 73 6,6 — 3 
Alanin 8,2 100 6,8 

Alanin-Cu 8,2 86 6,6 = 3 
Arginin 8,2 70 6,7 

Arginin-Cu 8,2 70 6,6 — 3 
a-Aminobuttersaure 832 35 6,4 
a-Aminobuttersaure-Cu 8,2 10 6,4 _— 3 
Histidin 8,2 88 6,7 

Histidin-Cu 8,2 90 6,6 — 3 
Tyrosin 8,2 66 6,4 

Tyrosin-Cu 8,2 72 6.6 a3 3 
Glycin 8,2 100 6,6 

Glycin-Cu 8,2 91 6,6 — 3 


alles Kupfer abzubinden) resultierten, konnte das Ergebnis des oben 
beschriebenen Versuches voll und ganz bestatigt werden. Auch in diesen 
kupferhaltigen Lésungen haben alle zugesetzten Conidien mehr oder 
weniger gekeimt, und in keiner Conidie war Kupfer aufzufinden. An 
Aminosauren wurden verwendet: Glycin, Tyrosin, Histidin, «-Amino- 
buttersaure, Arginin, Alanin, Serin, Glutaminsaure, Valin, Leucin 
und Methionin. In Tab.2 sind die Keimprozente der Conidien in 
den einzelnen Aminosaurelésungen und in den dazugehérigen Kupfer- 
komplexlésungen zusammengestellt worden. Die Konzentration der 
Aminosauren betrug 10-3 mol. Fiir das Bilden der Kupferkomplexe 
waren jeweils 3y Cu/ml den Sdurelésungen zugegeben worden, Alle 
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Versuche, auch die Komplexlésungen, sind mittels KOH (nach dem 
Bilden der Kupferkomplexe) auf eine cH* von py 8,2 eingestellt worden. 
Die Conidien verblieben in den Suspensionen 24 Std, doch wurde schon 
nach fiinfstiindigem Verweilen der Conidien in den Kupferkomplex- 
lésungen mit der mikroskopischen Kontrolle begonnen. 

Da die Vermutung ausgesprochen werden kénnte, da das nach 3 Tagen 
im Suspensionsmittel vorliegende Kupfer von den Conidien aufgenom- 
men und dann wieder ausgeschieden sein kann, wurde zur Sicherheit 
noch folgendes unternommen: Im Suspensionsmittel mit den zugesetzten 
Conidien ist die Kupferkonzentration nach 2, 5, 20 min, 1, 3, 8 und 24 Std 
mittels NaDDC bestimmt worden, wobei immer 3 y Cu/ml in der Fliissig- 
keit vorlagen. Das Metall des Aminosdurekomplexes kann also von den 
Conidien nicht aufgenommen worden sein, denn die Kupferkonzentration 
war in der vorgelegten Fliissigkeit immer die gleiche. Als Besonderheit 
soll erwahnt werden, daB sich die Fliissigkeit des Tyrosin- Versuches nach 
2 Tagen braunrot verfarbt hatte. Es ist also anzunehmen, daB die Coni- 
dien von Fusarium decemcellulare Tyrosinase haben. 

Mit der nachsten Versuchsreihe ist das Wirken von Calciumhydroxyd 
auf die Aminosdiure-Kupferkomplexe und die Metallaufnahme bzw. das 
Keimvermogen der Conidien untersucht worden. Mit dem Calcium- 
hydroxyd wurden die Aminosiure-Kupferkomplexlésungen alkalisiert 
bis eine cH*+ von px 8,2 (die cH*+ war gleich der im KOH-Versuch) in der 
Versuchsfliissigkeit vorlag. Die Ergebnisse des Versuches stellen im 
Prinzip nichts Neues dar, lediglich das Keimvermégen der Conidien in 
den Aminosiure-Ca(OH),-Lésungen war, durch das im geringen MaBe 
giftige Wirken von Ca bedingt, etwas vermindert. In keiner Conidie, die 
3 Tage in den Komplex-Lésungen gelegen hatte, konnte Kupfer nach- 
gewiesen werden. Die Kupferkonzentration war, wie Vergleichsversuche 
zeigten, auch immer die gleiche (3 y Cu/ml), woraus zu entnehmen ist, 
daB auch in Ca(OH),-Suspensionen die Aminosiure-Kupferkomplexe 
stabil sind und von den Conidien nicht aufgenommen werden kénnen. 

Kin unnatiirliches Wirken der Aminoséure-Kupferkomplexe war aber 
auf die Conidien von Fusariwm decemcellulare festzustellen. Keimten die 
Conidien in diesen Metallosungen, so quollen sie dabei merklich. Eine 
solche Fusarium-Conidie ahnelt aneinandergereihten Tennisbiallen. Auch 
Anastomosen zwischen den Keimhyphen der Conidien konnten beobachtet 
werden. Abb.1 zeigt normale Conidien des Pilzes, und auf Abb.2 
sind die gequollenen Conidien dargestellt. Abb.3 zeigt die Anasto- 
mosen- Bildung. 

Das Quellen der Conidien ist schwierig zu erkliren. Entweder ist durch 
das Wirken der Kupferkomplexe die Elastizitaét der Zellwand verindert 
worden, wodureh sich das unter Turgor stehende Plasma ausdehnte, 
oder aber durch Permeabilitiétsinderungen der Membran ist der Wasser- 


Kupferwirkung auf Conidien von Fusarium decemcellulare. TT 347 


haushalt der Zelle gestort worden. Beide Vorstellungen sind aber experi- 
mentell noch nicht begriindet. 

Mit weiteren Versuchen sollte nun das kupferkomplexbildende Ver- 
halten der aliphatischen Carbonsduren nachgepriift werden, das 


Abb.2. Conidien des Versuchspilzes, die unter 


Abb. 1. ,,Normale‘‘ Conidien des Versuchspilzes = zs 
Aminosiure-Cu-Komplex-HinfluB keimten 


LeoroLtp u. Mitarb. (1957) beschrieben hatten. Hern (1950) ordnete 
diese Metallkomplexe wie auch die Aminosaure-Kupferkomplexe in die 
Gruppe der Innerkomplexe 
ein. Die Untersuchungen mit 
Sporen von Fusariwm decem- 
cellulare wurden mit Modell- 
substanzen angestellt, wobei 
die Conidien den Kupfer- 
sdurekomplexen (bei einem 
geringen SaureitiberschuB) 
ausgesetzt waren. Es sollte 
geprift werden, ob Metall aus 
den Kupferkomplexen in die 
Conidie einzudringen vermag. 
Tab. 3 gibt die Versuchs- 
ergebnisse wieder, die beziig- 
lich Keimung und Kupfer- 
aufnahme der Conidien erzielt Abb.3. Conidien des Versuchspilzes, die unter dem 
EinfluB yon Aminosiure-Cu-Komplexen keimten 

wurden, wenn das Suspen- 

sionsmittel zu Beginn des 

Versuches, aber nach dem Bilden der Komplexe, mit Calciumhydroxyd 
auf eine cH+ von px 8,2 gebracht worden war. Aus den Werten der Tab.3 
ist ersichtlich, daB die Conidien von Fusarium decemcellulare aut die 
verschiedenen Saéuren bzw. ihre Kupferverbindungen nicht gleichwertig 
reagierten. Bei Citronensaure, Apfelsaure und Aconitsiure wurde durch 
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das Kupfer ein besseres Keimen erzielt als in den Saurelésungen, weil 
die Kupfersiiurekomplexe fiir die Conidien nicht giftig waren. Das 
gebundene Kupfer konnte nicht in die Conidien eindringen und blockierte 
gleichzeitig die fiir den Pilz giftig wirkende Saure. Bei Oxalsaure, 


Tabelle 3. Das Keimen und die Kupferaufnahme der Conidien von Fusarium 
decemcellulare, die mit Calciumhydroxyd (cH+ bei py 8.2) und Sdéuren bzw. den 
Stiwre-Kupferverbindungen behandelt worden waren 
(1 - 10? Con/ml; 3 y Cu/ml; Sauren 10% mol) 


| a 7p1c 
Séure- bzw. Anfangs- Keimung | cHt | spe 
Sdure-Cu- cHt nach 3 Tagen | nach 3 Tagen nach 15 Std 
Verbindung pu- Wert *lo pu- Wert o/, 
Citronensaure 8,2 0 6,3 | 
Citronensaure + Cu 8,2 | 4 6,3 | 0 
Weinsaure 8,2 52 6,4 
Weinsaure + Cu 8,2 31 6,2 8 
Apfelsaure 8,2 0 | 6,5 | 
Apfelsaure + Cu 8,2 49 6,3 | 1 
Oxalsaure 8,2 | 4 6,: 
Oxalsaure + Cu 8,2 0 6,3 75 
Aconitsaure 8,2 0 6.3 
Aconitsaure + Cu 8,2 72 6,4 0 
Bernsteinsaiure 8,2 38 6,1 
Bernsteinsaure + Cu 8,2 0 5,5 100 
Fumarsaure 8,2 1 6.0 | 
Fumarsiure + Cu 8,2 0 5,8 100 
Kontrolle Calcium- 
hydroxyd 8,2 8,1 5,8 
Kontrolle Cu/Ca | 8,2 | 0 5,7 100 


Fumarsaure, Bernsteinsdure und Weinsaure summierte sich das giftige 
Wirken von Saure und Metall, wobei festzustellen war, daB hier Metall 
in die Conidien gelangte und auch in den Conidien nachgewiesen werden 
konnte. 

Weitere Versuche befaBten sich mit dem Verhalten der Conidien des 
Versuchspilzes gegen hochtoxische Mengen von CuSO,. Die toxische 
Menge des Metalls ist also tiberdosiert worden, indem der Conidiensuspen- 
sion (5 + 108 Con/ml) 20 y bzw. 50 y Cu/ml zugesetzt wurde. Ein Keimen der 
Conidien in diesen Suspensionen konnte nach 24 Std Kulturdauer nicht 
mehr festgestellt werden. Alle Conidien reagierten nach Indicatorzugabe 
kupferpositiv. Bemerkenswert war jedoch, daB im abfiltrierten Suspen- 
sionsmittel einer solchen Suspension neu zugesetzte ,normale‘‘ Conidien 
wiederum keimten. Die Menge des Kupfers war aber in diesen Versuchen 
so bemessen worden, da® nicht alles Cu von den Conidien der Suspension 
aufgenommen werden konnte. Es verblieb somit nicht conidiengebun- 
denes Kupfer im Suspensionsmittel, was die neu zugesetzten Conidien 
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schadigen mii®te. Da dies nicht der Fall war, scheinen von den kupfer- 
vergifteten Conidien Substanzen auszuflieBen, die auch das Kupfer im 
Suspensionsmittel noch entgifteten. In einem weiteren Ansatz ist deshalb 
das AusmaB8 dieser Entgiftung auBerhalb der kupfervergifteten Conidien 
untersucht worden. In eine Suspension (3,2 - 106 Con/ml) sind 6 y Cu/ml 
gegeben worden. Die Kupfermenge war so bemessen (Filtrationskontrolle), 
da8B alles Metall von den Conidien abgebunden werden konnte. Die 
Suspension mit den gekupferten Conidien blieb 24 Std lang unter mehr- 
maligem Schiitteln bei Zim- 


mertemperatur stehen. Die Tabelle 4. Das Entgiften von new zugesetztem 
Kupfer durch das Filtrat einer Suspension, 


gekupferten Conidien schieden deren Conidien 24 Std lang 6 y Cu/ml ausgesetzt 


also wahrend der Versuchszeit are 
die Aminosaéure-Kupferkom- 7 — 
; 7 ugesetzte | Kupfernachweis in den : 
plexe bzw. Aminosauren aus. Cu-Menge Conidien Boas 
. 1 je ¢ 
Nach 24 Std wurde die Sus- Milliliter | nach 5 Std|nach 24 sta| 24 Std 
pension filtriert (G4) und das ? */o */o °fo 
Filtrat mit den Aminosaure- 1 0 0 100 
Kupferkomplexen in mehrere 2 0 0 100 
Portionen aufgeteilt. In diese 5 0 0 100 
clout lien 10 0 0 100 
nteile kam nun zusatzlic 20 0 0 100 
Kupfer (als Sulfat) und zwar 100 0 28 93 
in das erste GefaB 1 y Cu/ml, 300 3 100 0 


in das zweite 2 y Cu/ml, dann 

5 y Cu/ml, 10 y Cu/ml, 20 y Cu/ml, 100 y Cu/ml und 300 y Cu/ml. Die 
jeweiligen Filtratanteile sind mit dem neu zugesetzten Kupfer gut durch- 
geschiittelt und nach 15 min mit Conidien versetzt worden, die den 
Anzuchten entnommen wurden. Nach 5 und nach 24 Std ist das Keim- 
verhalten (1 - 10° Con/ml) und die Kupferaufnahme der neu zugesetzten 
Conidien untersucht worden. Tab. 4 gibt das Versuchsergebnis wieder. 

Aus den Werten der Tab.4 ist zu entnehmen, daB die Conidien- 
substanzen, die sich im Filtrat befanden, ungefahr 100 y neu zugesetztes 
Kupfer/ml zu entgiften vermochten. Diese Menge Metall stellt das 
20 fache der toxischen Dosis dar. 300 y Cu/ml konnten in meinem Versuch 
von den Conidienexkreten nicht mehr abgebunden werden. 

Eine interessante Beobachtung soll hier abschlieBend noch abgehandelt 
werden, die sich auf das Suspensionsmittel der Conidien bezieht, wenn 
die Conidien dem Kupferausschiitten tiberlassen wurden. Es zeigte sich, 
daB die Lésungen oft bréunlich oder griin-braun aussahen, wobei die 
Farbe ausschlieBlich im Suspensionsmittel angereichert war. Die Coni- 
dien hatten dagegen keine Farbung angenommen. Mit diesen ,,Pigmen- 
ten‘ sind eine Reihe von Versuchen angestellt worden, wobei festgestellt 
werden konnte, da weder schwache Saéuren noch schwache Alkalien die 
Pigmentfarbe veranderten. Kupfer war im Pigment vorhanden. Papier- 
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chromatographisch konnten keine Trennungen der Substanzen mittels 
Isopropanol/Wasser (80:20), Butanol/Pyridin (50:50), Petrolather 
(wassergesittigt), Athylester (Wasser- bzw. HCl-gesattigt), Isopropanol/ 
Wasser (80:20), (das Wasser war mittels KOH auf eine cH* von px 10,2 
eingestellt) erzielt werden. Schlecht trennten Butanol/Hisessig/Wasser 
(4:1:1) und Phenol (wassergesattigt, mit einer Spur KCN). Es hatte den 
Anschein, da das Pigment ein melaninahnlicher Kérper ist, der ent- 
weder durch Oxydation von conidieneigener Substanz oder durch Q,- 
Aufnahme der Aminosaure-Kupferkomplexe gebildet wird, wie es CsASZAR 
u. Mitarb. (1958) fiir den Histidin-Kupferkomplex beschrieben haben. Die 
Substanzen im Filtrat der Suspensionen fluorescierten im UV-Licht nicht. 
Erst, wenn mit Ninhydrin entwickelt wurde, bildeten sich drei Fluorescenz- 
flecke inmitten der Aminosaéuren heraus, wobei aber das ninhydrin- 
bespriihte Chromatogramm auf 105°C erwarmt werden muBte. 

Das Pigment gab keine Reaktion mit Eisen-3-chlorid, auch im alka- 
lischen Medium nicht. Millonsche Base und Phloroglucin + NH, reagier- 
ten gleichfalls nicht. Silbernitrat wurde nicht reduziert. Die braune 
Farbe des Pigmentes war auch nicht durch KCN zu beeinflussen. Bei 
KCN-Zugabe ist im Pigment mittels NaDDC kein Kupfer mehr nach- 
weisbar. Kupfer scheint also nur assoziiert zu sein, wenn nicht anzu- 
nehmen ist, daB lediglich kleine Mengen Aminosaure-Kupferkomplex am 
Pigment als Begleitsubstanz hafteten. 


Diskussion der Ergebnisse ig 

Die Experimentalarbeit dieser Abhandlung befaBte sich mit dem 
Wirken von Kupfer in Conidien des Versuchspilzes Fusarium deegm- 
cellulare. In fritheren Mitteilungen (TRO6GER 1958 und 1960) ist aus- 
gefiihrt worden, da} kupfervergiftete Conidien des Versuchspilzes Amino- 
sduren in das Suspensionsmittel abgeben und dab neben den Amino- 
sdiuren ein Teil des Kupfers, das in die Conidien eingedrungen war, 
die Sporen wieder verlaBt. Damals ist gesagt worden, dafs mit dem 
Untersuchungsbefund die ,,Selbstmordtheorie’’ von Swinaie (1896) 
und McCannan (1930) erschiittert sei, denn die Selbstmordtheorie sage 
aus, dafS von den ungeschadigten Conidien Saéuren abgegeben wiirden, 
die das ,,unlésliche** Kupfer des Spritzbelages auflésen miiBten. Die 
Experimente mit Fusarium decemcellulare zeigten aber, daB die Conidien 
erst Aminosduren abgaben, wenn sie vom Kupfer bereits geschadigt sind. 

Kine klare Antwort auf die Frage, wie das Kupfer die Conidien schadigt, 
ist ungemein erschwert, weil die verschiedenen Kupferbindungsformen 
ungleich wirken. Kam Kupfersulfat zur Anwendung, so vergingen min- 
destens 3 Std, ehe Aminosduren und ausgeschiedenes Kupfer im Suspen- 
sionsmittel nachzuweisen waren. Im Gegensatz dazu gaben die Conidien, 
wenn sie mit Bordeaux-Briihe behandelt wurden, nach der Zugabe des 
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basischen Kupfers sofort Aminosiuren und Kupfer an das Suspensions- 
mittel ab. 

Durch komplexchemische Untersuchungen konnte nunmehr nach- 
gewiesen werden, daB die kupfervergifteten Conidien die Aminosauren 
und das Kupfer in Form von Aminosdure-Kupferkomplexen abgeben. 

Das metallkomplexbindende Verhalten der Aminosauren allgemein ist 
ausfiihrlich von ALBerr (1950) in Modellversuchen bearbeitet worden, 
wobei der Autor feststellen konnte, da das Komplexbilden in mehreren 
Schritten vonstatten geht. Einmal kann sich ein Metallatom mit einem 
Molekiil Aminoséure verbinden, bei AminosaureiiberschuB8  besteht 
andererseits dazu die Méglichkeit, daB ein Metallatom zwei Molekiile 
Aminosaure abbindet. 

ALBERT fand in seinen Untersuchungen beziiglich der Stiirke des 
Metallbindens der einzelnen Aminosauren folgende Reihe: 

Cu>Ni>Zn>Co>Cd>Fe >Mn> Mg. 
Wo.trr u. Mitarb. (1955) kommen auf Grund der Ergebnisse ihrer 
Versuche zu ahnlichen Anschauungen. 

Die Untersuchungen mit Conidien von Fusarium decemcellulare 
brachten zum Ausdruck, daB sich die Aminosaéure-Kupferkomplexe im 
Innern der metallvergifteten Zelle bilden miissen, da bei einigen Ver- 
suchen methodisch so verfahren wurde, daB sich nach der Cu-Gabe kein 
Metall mehr im Suspensionsmittel befand. Die Conidienzahl je Milliliter 
war also so bemessen worden, da alles in die Suspension gebrachte 
Metall von den Sporen aufgenommen werden konnte. Zur Sicherheit sind 
diese metallbehandelten Conidien zweimal mit Aqua dest. gewaschen 
(Fiitrationsmethodik) und in frischem, metallfreiem Aqua dest. resuspen- 
diert worden. Aussagen iiber die Zusammensetzung der Aminosdure- 
Kupferkomplexe und iiberhaupt beziiglich der Stoffe, die von den 
vergifteten Sporen ausgeschieden werden oder ausdiffundieren, kénnen 
aus den Ergebnissen der Versuche nicht gemacht werden. Die Krafte, 
die die gebildeten Aminosaéure-Kupferkomplexe aus der Zelle heraus- 
beférdern, sind bis heute gleichfalls unbekannt, denn es ist nicht anzu- 
nehmen, da nur ein Diffusionsgeschehen durch die kupfergeschadigte 
Membran vorliegt oder vielleicht die verainderte Oberflaichenaktivitat 
des Aminosiure-Kupferkomplexesim Gegensatz zur Aminosdure und dem 
Kupfer allein den Ausschlag gibt. Arete 

Etwas ist jedoch als sicher erwiesen anzunehmen, die Aminoséure- 
Kupferkomplexe sind fiir die ,,.normale“ Conidie des Versuchspilzes kein 
Gift. Aminosaéure-Kupferkomplexe kénnen von den ungeschddigten 
Sporen nicht aufgenommen werden, und die Zellsubstanz der Conidien 
ist nicht in der Lage, das Kupfer dem Komplex zu entnehmen. Die 
Versuche zeigten weiterhin, daB das Abbinden des Cu durch Amino- 
sauren nicht die primare Giftwirkung des Metalls sein kann, sondern, daB 
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kupferbedingte Verainderungen der Zellmembran der Komplexbildung 
vorausgehen miissen. Einmal ist némlich die Membran fiir Kupfer- 
aminosiurekomplexe undurchlassig (normale Conidie), zum anderen 
passieren aber die Komplexe die Membran (Cu-behandelte Conidie). 
Gleichfalls ist anzunehmen, daB von kupfervergifteten Conidien ent- 
weder Aminosiure-Kupferkomplexe an das Suspensionsmittel abgegeben 
werden, die mehr als zwei Molekiile Aminosiure je Kupferatom enthalten, 
oder es werden zuziiglich zu den Kupferaminosdéurekomplexen, die sich 
aus zwei Molekiilen Aminoséiure und einem Atom Kupfer aufbauen, 
ungebundene Aminosauren oder andere, noch unbekannte Substanzen, 
die sich mit Kupfer komplex-chemisch umsetzen, von den Conidien ins 
Suspensionsmittel abgeschieden. Man kommt zu diesen Uberlegungen, 
da die kupfervergiftete Conidie noch bis zur 100fachen letalen Menge an 
Cu, das im Suspensionsmittel verblieben ist, entgiften kann. Das Ent- 
giften geschieht in der Form, da das iiberdosierte Kupfer im Suspensions- 
mittel in neu zugesetzte Conidien nicht mehr eindringen kann. Es ist 
also anzunehmen, da der ausgeschiedene Aminosaure-Kupferkomplex mit 
mehr als zwei Aminosiuremolekiilen auf ein Atom Kupfer das noch in 
der Fliissigkeit befindliche, von den Conidien nicht aufgenommene 
Kupfer abbindet, oder die zuziiglich nicht vom Kupferkomplex gebun- 
denen Aminosauren, die von der geschadigten Zelle ausgeschieden werden, 
reagieren mit dem Kupfer im Suspensionsmittel und kénnen dadurch 
das Metall méglicherweise entgiften. 

Beziiglich der letalen Eigenschaften des CuSO, und der Cu-Ca-Ver- 
bindungen zu den Conidien von Fusarium decemcellulare wire also zu 
sagen, daB die metallvergiftete Zelle an einer Entgiftungsreaktion stirbt. 
Meines Erachtens stellt die Blockade des Aminosiiurepools der Zelle, wie 
schon friiher ausgefiihrt wurde (TR6GER 1960), neben bestimmt noch 
anderen letal wirkenden Faktoren des Metalls Kupfer einen Vorgang 
dar, der den Stoffwechsel der Zelle grundlegend verindert. Von dieser 
Annahme ausgehend ist auch eine Erklarung méglich, daB z.B. in Bor- 
deaux-Briithe, Kupferhydroxydsuspensionen oder Kupfersulfatlésungen 
Mikroorganismen zu wachsen vermégen. Von einer Anzahl Sporen, die 
in eine metallhaltige Loésung fallen und von denen nicht alle Individuen 
und alle Zellen mehrzelliger Conidien zugleich absterben, kann natiirlich 
das Sterben einer Anzahl Sporen und das Freiwerden der Aminosiuren 
aus dem Anteil der geschidigten Individuen den Rest der Population 
retten. Hierauf ist vielleicht auch die Erscheinung zuriickzufiihren, daB 
die Metall-Fungicide in dichten Sporensuspensionen weniger wirken als 
in verdiinnten. Fallen die Sporen in Klumpen in eine Metallésung, so 
werden mit einiger Wahrscheinlichkeit die Sporen im Innern des 
Klumpens von den ausgeschiedenen Aminosiuren bzw. ,,ungesittigten“ 
Aminosaure-Kupferkomplexen der geschiidigten Conidien abgeschirmt und 
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solange keimfahig erhalten, bis — wenn die Metallmenge in der Suspen- 
sion nicht zu groB war — alles Metall entgiftet ist. So ist anzunehmen, 
daf z.B. die Versuche von Scumipt (1924) nach den derzeitigen Erkennt- 
nissen anders gedeutet werden miissen. ScumrprT hatte Pilzsporen in 
Kupferhydroxydsuspensionen eingebracht und mit Hilfe von gelbem 
Blutlaugensalz festgestellt, daB durch die Sporen kein Cu in Losung 
gegangen war. Mit Kaliumferrocyanid kann man aber das Cu in Amino- 
sdéure-Kupferkomplexen unter den Bedingungen der Schmidtschen Ver- 
suche nicht nachweisen, wie eigene Kontrollversuche ergaben. 

Ubertragt man die oben angestellten Uberlegungen auf die Verhaltnisse 
des Pflanzenschutzes, so ist einzusehen, wie es oftmals doch zu Blatt- 
infektionen durch parasitische Pilze kommen kann, obwohl die Blatter 
mit Bordeaux-Brithe-Niederschligen behaftet sind. Von angewehten 
Sporen werden durch die Kupfer-Calciumverbindung vielleicht 99°/, 
sterben, wenn Fliissigkeit die Sporen mit dem Fungicid in Beriihrung 
bringt. Gleichzeitig werden aber die ausflieBenden Aminoséuren oder 
Aminosaure-Kupferkomplexe der geschadigten Sporen die Conidien ohne 
primaren Fungicidkontakt vor dem Tode retten. Von diesen Sporen kann 
dann eine Infektion des Bordeaux-Brithe-behafteten Blattes ausgehen, da 
das Kupfer des Spritzniederschlages fiir diese Sporen kein Gift ist. DaB bei 
dem Inaktivieren von Cu-Verbindungen auch aliphatische Carbonsauren 
mithelfen kénnen, ist gleichfalls in Modellversuchen bearbeitet worden. 
Uber das Wirken von Oxalsaure bei holzzerstérenden Pilzen auf basische 
Cu-Fungicide hat kiirzlich TruckENBRODT (1960) zusammenfassend 
berichtet. Die Saéurekomplexversuche mit Fusarium decemcellulare 
wurden angestellt, da iiber die Zusammensetzung der Stoffe, die von der 
metallvergifteten Conidie ausgehen, noch nichts AbschlieBendes gesagt 
werden kann und die Annahme berechtigt erscheint, daf von den kupfer- 
vergifteten Conidien neben Aminosdéuren und Aminoséure-Kupferkom- 
plexen noch andere Stoffe — melaninartige Pigmente wurden gleichfalls 
nachgewiesen — ausgeschieden werden kénnen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Von kupfervergifteten Conidien des Versuchspilzes Fusariwm decem- 
cellulare verlassen rund 4/, des aufgenommenen Kupfers in Form von 
Aminosaure-Kupferkomplexen die geschadigte Conidie. 

2. Die im Suspensionsmittel kupfergeschadigter Conidien vorgefun- 
denen Aminosaure-Kupferkomplexesindfiir normale“ Conidien kein Gift. 

3. Modellsubstanzen aus Aminosauren und Kupfersulfat waren gleich- 
falls fiir die Conidie des Versuchspilzes ungiftig. 

4. Die Kupferverbindungen einiger aliphatischer Carbonsduren ver- 
hielten sich in ihrem Giftwirken unterschiedlich gegeniiber den Conidien 
von Fusarium decemcellulare. 
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5. Die von gekupferten Conidien ausgeschiedenen Aminosiure-Kupfer- 
komplexe sind in ihrem Aufbau noch nicht bekannt, doch vermégen die 
ausgeschiedenen Substanzen beinahe das zehnfache an toxischem Cu in 
der Suspension zu entgiften. 
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Die Wirkung chinoider Verbindungen auf die tierische und pflanzliche Zelle ist 
seit langerer Zeit auf medizinischem (THALHIMER u. PatmMeEr 1911; Kuan u. BEt- 
NERT 1943) biochemischem und zellphysiologischem (FRIEDHEIM 1933; MARQUARDT 
1946; Nysom u. Knupson 1947; Levan u. Hintr1yo 1948a,b) Gebiet bearbeitet 
worden, nachdem die Isolierung einer Reihe physiologisch wirksamer Chinone aus 
Mikroorganismen (K6eL 1934; Ratstrick 1937; Canstow u. Raistrick 1938 
OxFORD u. RarsTRick 1942) und niederen Tieren (Mazza u. Stourr 1931) gelungen 
war. In den letzten 10 Jahren ist zudem bei der systematischen Suche nach Verbin- 
dungen mit einer therapeutischen Wirksamkeit eine Reihe chinoider Verbindungen 
entwickelt worden (Fiuser u. Mitarb. 1948; Perersen u. Mitarb. 1955; Gauss u. 
PETERSEN 1957), die sich als recht wirksam bei der Bekimpfung verschiedener 
Krankheiten erwiesen haben (TERHORST u. Fretrx 1943; Domack u. Mitarb. 1954; 
PETERSEN 1954; HoLLINSHEAD u. SmrirH 1956). 

Der Einflu8 von Chinonen auf den Zellstoffwechsel wurde daher in 
einer Reihe von Arbeiten untersucht!. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen, bei denen die Chinone in verhaltnismaBig hoher Dosierung 
angewendet wurden, zeigten meist einen hemmenden HinfluB. Ks liegen 
auch Arbeiten vor, in denen man sich mit der hemmenden Wirkung 


chinoider Verbindungen auf einzelne Enzyme befaBt hat?. 

Die Wirkung chinoider Verbindungen auf den Zellstoffwechselist auch bei 
der Erforschung des Einflusses organischer Bestandteile des Bodens auf 
das Pflanzenwachstum von Interesse (FLAiG u. Mitarb. 1954; Fuare 1955; 
Fuaia u. SaauBpacH 1956a). Chinone werden als mégliche Modell- 
substanzen von Huminsdurevorstufen angesehen (ELLER u. Koc 1920; 


1 Vgl. Pace u. Roprnson 1943, Woottey 1945, SCHOPFER u. Boss 1948, Horr- 
MANN-OSTENHOF u. TELLNER-FELDEGG 1949c, ALcaLAY 1947, BUNGENBERG DE 
Jone 1955. 

2 Vgl. Hiwpert 1925, THomas u. Foster 1926, WIELAND u. FRAGE 1929, Win- 
LAND u. CLAREN 1932, WIELAND u. MrtcHELL 1932, Bersin u. LoGEMANN 1938, 
Sizer 1942, Kunn u. BEIneRT 1944, BERGSTERMANN u. STEIN 1944, Baur u. Mit- 
arb. 1947, KuHN u. Bernert 1947, Hermann u. Freser 1948, HorrmMann-OstENHOF 
u. Mitarb. 1948, Horrmann-OsTENHOF u. Kriz 1949, HorrmMaNN-OsTENHOF 1950. 
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ErprmMan 1933; Fiaia u. Mitarb. 1954). Ihre Wirkung auf die Pflanzen- 
entwicklung, das Wachstum und den Ertrag ist in einer Reihe von 
Arbeiten von Fiarc u. Mitarb. untersucht worden (FLaiG u. SAALBACH 
1955a,b, 1956a,b; Fuate u. Mitarb. 1957a.b.c). 


Zur Fortfiihrung der Arbeiten iiber den Einflu8 dieser Substanzen auf 
den Zellstoffwechsel wahlten wir Hefe (Saccharomyces cerevisiae). Bei 
den bisher vorliegenden Untersuchungen iiber die Wirkung von Chinonen 
auf Hefe (HorrFMANN-OSTENHOF u. FELLNER-FELDEGG 1949b,c; HoFr- 
MANN-OSTENHOF u. Kriz 1949, 1950; HorrmMaNN-OsTENHOF 1950) ist 
jedoch durch die Aufgabenstellung bedingt mit relativ starken Wirk- 
stofflésungen gearbeitet worden. 


Methodik 


Hefe: Eine Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae! wurde in Kolleschalen auf 
Bierwiirze-Agar angezogen und durch Abnahme mit 1/15 molarer KH,PO,-Lésung 
nach 5 Tagen eine Suspension hergestellt. Zu ihrer Standardisierung wurde eine 
gravimetrische Messung mit Hilfe einer Glasfritte G4 und eine nephelometrische 
Messung (HoFFMANN-OSTENHOF u. FELLNER-FELDEGG 1949a) durchgefiihrt. Fiir 
letztere wurde als Standardtriibung eine von BECHHOLD u. HEBLER: (1922) vor- 
geschlagene verwandt. Als Maf der Starke einer Hefesuspension wurden Milligramm 
Trockengewicht der Hefe je 10 ml gewahlt. Die Verarmung der Hefe wurde durch 
Einblasen von 27° warmer Luft in die Suspension erreicht. 


Pufferlésungen: Die Untersuchungen wurden bei einem py von 4,7 durch- 
gefiihrt. Dazu wurde die Hefe in einer 1/15 m KH,PO,-Lésung suspendiert. Die 
Versuche mit Variation des py wurden mit folgenden Lésungen angesetzt (PArcH 
u. STMONIS 1952): 


po 3,6 0,5ml 0,1in HCl + 9,5 ml 1/15 m KH,PO, 
pu 4,7 — 10,0 ml 1/15 m KH,PO, 

pH 5,6 0,5 ml1/15m Na,HPO, + 9,5 ml 1/15 m KH,PO, 
px 5,9 1,0ml1/15mNa,HPO, + 9,0 ml 1/15 m KH,PO, 
pH 6,2. 2,0ml1/15m Na,gHPO, + 8,0 ml 1/15m KH,PO, 


Manometrische Messungen: Der Gasaustausch wurde mit Hilfe der iiblichen 
Warburg-Technik bei 22°C gemessen. Die konventionellen Warburg-GefaBe wurden 
zur Messung des O,-Verbrauchs mit 0,2 ml 10°/,iger KOH im Einsatz, 2,0 ml Hefe- 
suspension incl. Glucose im Hauptraum und 0,3 ml Wirkstofflésung bzw. 0,3 ml 
Pufferlésung im Seitenarm beschickt. 

Zur Bestimmung des Respirationsquotienten wurden Spezial-GefaBe in Anleh- 
nung an die von STANLEY u. TRACEWELL (1955) entwickelt (Abb. 1). 

Der Ansatz zur Messung des R.Q. war wie folgt: 2,0 ml Hefesuspension und 
0,2 ml Glucose-Lésung und je 0,1 ml 10°/,ige KOH in den SeitengefaBen. Sie werden 
durch hohle, unten offene Hahne, in die ein schmaler Filtrierpapierstreifen ein- 
geschoben wird, verschlossen. Eine Offnung befindet sich gegeniiber dem abgewin- 
kelten Griffin Hohe des Hauptraumanschlusses. Die im Streifen aufsteigende Lauge 
bildet eine gro&e Absorptionsflache fiir das frei werdende CO,. In drei gleichlangen 
Phasen kann der R. Q.-Wert ermittelt werden: 

1. Die Hahne stehen mit ihrer Offnung zum Hauptraum offen. Die beobachtete 
Druckanderung ist proportional der O,-Aufnahme. 


? Nr. 3121 vom Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen. 
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2. Die Hahne sind geschlossen. Die auftretende Druckianderung ist die Differenz 
aus gebildetem CO, und aufgenommenem Oy. 

3. Ohne Offnung der Haupthahne werden gleich im AnschluB an die zweite Phase 
die Hahne um 180° gedreht, so daB die Offnung wieder in Richtung zum Haupt- 
raum zeigt. Nun kann das in der zweiten und dritten Phase gebildete CO, gebunden 
werden. Fiir die Auswertung der Ergebnisse sind 
bei diesen GefaiBen die unterschiedlichen Raum- 
inhalte zu beriicksichtigen. 

Bestimmung reduzierender Zucker: Sie 
wurden nach Nenson (1944) bestimmt. Bei ver- 
gleichbaren schwachen Thymohydrochinonzusatzen 
wurde keine Stérung der Bestimmung festgestellt. 

Bestimmung von Gesamtcarbonylver- 
bindungen und Ketosduren: Diese wurden 
nach der Methode von FrRreEDEMANN u. Haugen 
(1943) mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin bestimmt. 
Die Abtrennung der Ketoséuren erfolgte durch 
Ausschiitteln der Extrakte der Gesamthydrazone 
in den entsprechenden Lésungsmitteln mit waBriger 
Natriumcarbonatlésung. Die sich mit Natronlauge 
entwickelnde braune Farbe wurde colorimetriert. 
Nach Angaben der Autoren reagieren unter den 
gewahlten Bedingungen weniger als 1°/) Hexosen 
mit dem Reagens. Durch Verreiben der Hefesus- 
pension mit 10°/jiger Trichloressigsiure wurden 
die héchsten Werte erhalten und das Material des- 
halb in dieser Weise aufbereitet. 

Alkoholbestimmung: Die gebildeten Alkoholmengen wurden nach der 
Methode von WiLLiAMs u. Resse (1950) mit Bichromat-Schwefelséure bestimmt. 

Acetaldehyd-Bestimmung: Nach Srorz (1943) wurde der im Natrium- 
bisulfit aufgefangene Acetaldehyd mit p-Hydroxy-biphenyl bestimmt. Als Hich- 
substanz diente Paraldehyd. 


Abb. 1 
SpezialgefaB zur R.Q.-Bestimmung 


Ergebnisse 
I. EinfluB von Benzochinonderivaten auf den Sauerstoffverbrauch 
und die Bildung von Kohlendioxyd 
Der EinfluB verschiedener Faktoren wurde in Warburg-Versuchen 
unter Variation des Glucose- und Hefegehaltes tiberpriift. 


Versuchsanstellung in Tabelle 1—3 
oe ee ee ee ee 


Tab.1 1°/, Glucose -frische Hefe konventionelle Warburg- 
16 mg Hefe/10 ml | Gef. 

Tab.2 1°/, Glucose verarmte Hefe konventionelle Warburg- 
16 mg Hefe/10 ml Gef. 

Tab.3 1°/, Glucose verarmte Hefe Spezial-Warburg-Gef. 
60 mg Hefe/10 ml 


In den meisten Fallen trat eine mehr oder minder starke von der 
Konzentration der Chinone abhangige Hemmung der Atmung aut. Hier- 
bei spielte auch die Konstitution der Chinone eine Rolle. Thymochinon 
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Tabelle 1. 0,-Verbrauch von frischer Hefe unter dem EinfluB verschiedener Chinone, 
gemessen in pl/h bezogen auf die Kontrolle gleich 100 gesetzt 


Wirkstoffe 10-*'m 10-*m 10-°*m 10-* m 
EEE 
Benzochinon 17,4 | 55,6 | 69.0 — 
Toluchinon 23,6 58,8 72,0 - 
o-Xylochinon hie 95,8 En SL.0 i 96,0 — 
m-Xylochinon 22,4 83.6 / 91,0 — 
p-Xylochinon 16,21 57,8 | 76,4 — 
Pseudocumochinon 24,4 Sat Bes | 103,0 = 
Thymochinon — 27,0 67,0 92.0 
Thymohydrochinon 31,0? 95,4 | 104,0 — 
Durochinon — 37,43 58,6 89,8 


Durchschnittswerte von fiinf Versuchen. 
15-104 molar; 2 8 - 10-4 molar; 3 5- 10->molar. 


Tabelle 2. 0,-Verbrauch von verarmter Hefe unter dem EinfluB verschiedener Chinone, 
gemessen in jul/h bezogen auf die gleich 100 gesetzte Kontrolle 


Wirkstoffe 10-? m 10-*m =| 10m 10-* m 
Benzochinon 19,3 43.6 68,6 
Toluchinon 30,0 49,0 73,6 — 
o-Xylochinon 20,3 53,0 | 102 -- 
m-Xylochinon 37,0 / his 106.6 — 
p-Xylochinon 31,31 71,0 97,0 -- 
Pseudocumochinon 38,0 101.3 114,3 — 
Thymochinon | — er) | 85,3 121,3 
Thymohydrochinon 68,62 115.3 101,3 — 
Durochinon — 37,08 60,6 89,6 


Durchschnittswerte von drei Versuchen. 
1§-104m;?8-10-“m;?5-10°m. 


Tabelle 3. O,-Verbrauch von verarmter Hefe unter dem HinfluB verschiedener Chinone, 
gemessen in l/h, bezogen auf die gleich 100 gesetzte Kontrolle 


Wirkstoffe | 10-°*m 10-*'m | 10->'m 10-°'m 10-7 m 
Benzochinon 17,2 S007 2.08 Th ae = 
Toluchinon 29,5 42.5 66,0 -- -— 
o-Xylochinon 42,0 61,2 90,7 99,5 -- 
m-Xylochinon 59,7 81,0 108,2 101,5 — 
p-Xylochinon 43,01 88,5 99,0 -- _ 
Pseudocumochinon heen 90,0 110,7 — = 
Thymochinon — SS 69,5 98,7 17252 
Thymohydrochinon 60,52 86,2 114,0 — — 
Durochinon _— _ | 62,5 76,2 96,7 


Durchschnittswerte von drei Versuchen. 
15°10-*m; 28 - 10-4 m. 
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bewirkte bei frischer Hefe in jeder der untersuchten Verdiinnung eine 
Verminderung des Sauerstoffverbrauchs (Tab.1). Im Falle verarmter 
Hefe stieg der Sauerstoffverbrauch bei einer Konzentration von 10-6 m 
mit 1°/, Glucose (Tab.2) und bei 10-7 m mit 0,1°/, Glucose (Tab.3) iiber 
den der Kontrolle an. Ahnliche Verhiltnisse traten beim Thymohydro- 
chinon auf. 

In einem Versuch unter den Bedingungen wie in Tab.3 wurde 40 min 
nach Beginn der Messung der Wirkstoff aus dem Seitengefi® in den 
Hauptraum gegeben. Der Ubersichtlichkeit halber wurden die Kurven 
der Konzentration von 10-4m 
und 8-10-4m nicht von 
Anfang an gezeichnet(Abb.2). 
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| Wirkstof Fzugabe 
| | 


Bei der Versuchsanstellung 
in Tab.3 wurde in den Spe- 20 
zial-WarburggefaBen (Abb. 1, 
S. 357) gleichzeitig der Ein- 
flu8 der Benzochinone auf 
den Respirationsquotienten 
(R.Q. = abgegebenes CO,/ 
aufgenommem O,) ermittelt amen 
(Tab. 4). 2 a 60 =80 700 min 720 


Abb. 2. Sauerstoffverbrauch von verarmter Hefe unter 
dem Einflu8 von Thymohydrochinon verschiedener 


Der exogene R.Q. der Kon- 


chwankte maximal Konzentrationen, ausgedriickt in Qo: = “1 O,-Ver- 
trolle e : brauch/h/mg Hefe. xx Kontrolle ; 1——o Thymo- 
zwischen 0,92 und 1,03. Dies hydrochinon 16-®m; ©——o Thymohydrochinon 
. os . 5 . a 7 —4 . = SN 
gilt vor allem fiir die An- 10 m5 .¢' e Thymohydrochinon 10-*m; @ s 


Thymohydrochinon 8 -10-*m 
wendung atmungsanregender 


Wirkstoffkonzentrationen. Bei letzteren konnte eine Wirkungsabhangig- 
keit vom Glucosegehalt der Hefesuspension festgestellt werden. Zur 
Sicherung dieses Hinflusses wurden Versuche mit unterschiedlicher 
Glucosekonzentration, aber gleichbleibendem Thymohydrochinongehalt 
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in den Tab.5a und 5b wiedergegeben 
sind. 

Mit ansteigendem Glucosegehalt wurde im Kontrollversuch die 
gebildete Kohlendioxydmenge gréBer. Die Werte fiir R.Q. sind ent- 
sprechend erhéht. Nach den Mittelwerten aus Tab.5a ist eine stimu- 
lierende Wirkung von Thymohydrochinon auf den Sauerstoffverbrauch 
nur erkennbar, wenn der Glucosegehalt unterhalb einer bestimmten 
Grenze liegt. 


Der EinfluB des pu-Wertes des Versuchsansatzes auf die Wirkung der 
Chinone wurde ermittelt und in der Abb.3 der Sauerstoffverbrauch in 
Mikroliter O,/Std wiedergegeben. 
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Tabelle 4. HinfluB von Benzochinonderivaten auf den exogenen R.Q. der Hefe 


Versuche 


Substanz Konzentration 
1 2 3. 4 
Benzochinon 10-3 m 0,80 0,83 0,94 0,94 
10*m 1,00 1,05 | 1,00 1,02 
10° m 1,03 0,97 1,00 1,02 
Kontrolle 101% if, @t,00 1,01 1,00 
Toluchinon 10> m 1,00 1,08 1,08 1,06 
104m 1,00 1051s") 0:97 1,00 
10> m 0,87 0,96 0,98 0,94 
Kontrolle 1,00 0,97 0,98 | 0,99 
o-Xylochinon 10-3 m 1518” heated 1,23 1,16 
10-4 m 1102 ol alk06 1,02 1,05 
10 m 1,00 1,96 | 0,98 1,00 
10-§ m 1,00 1,04 1,00 0,98 
Kontrolle 1,00 0,96 1,01 1,01 
m-Xylochinon 10-3 m 1:23 Sat 20) t:12 1,10 
10-4 m $0095) 1-05 1 ial 
10°>m 0,95 1,00 0,99 0,97 
10-§ m 1,00 1,00 1,00 1,00 
Kontrolle O:O%eee 91,02 1,02 1,00 
p-Xylochinon 5-10-*m 1,18 1512 1,08 1,07 
10-*m 0,97 1,00 1,00 1,02 
10> m 1,00 1,04 0,98 1,01 
Kontrolle 0:92; 1. 1;03 1,02 0,97 
Pseudocumochinon 10-3 m 0,84 | 0,93 0,94 0,99 
10-4 m £00 "| 102 Ages 1,00 
10> m 1,00 0,97 1,00 1,00 
Kontrolle 0,97 1,02 0,99 0,99 
Thymochinon 10-4 m 0,91 1,00 0,93 0,95 
10> m 0,93 | 0,94 0,98 1,00 
10-§ m 1,00 1,02 1,01 0,98 
10-7 m 1,00 1,04. 1,03 1,04 
Kontrolle 1,00 | 0,99 1,01 0,98 
Thymohydrochinon 8-10-4m 0,98 1,00 0,96 1,00 
10-*m 1,00 1,03 1,01 1,00 
10° m 1,02 0,98 1,00 0,99 
Kontrolle 1,00 0,98 1,00 1,01 
Durochinon 10>m 0,90 0,95 0,95 1,00 
10-*§ m 0,97 0,98 0,97 1,01 
10-7 m 1,00 0,96 1,00 1,02 
Kontrolle 0,98 1,00 1,02 0,99 
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Tabelle 5a. Hinflug von Thymohydrochinon (10-> m ) auf die Hefeatmung bei 
Variation der Glucosekonzentration (nach 20 min) 
Relativwerte bezogen auf die jeweils = 100 gesetzte Kountrolle 


Glucose- 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 


konzentration 
Os 3 | co, O, a O, CO, 
0,1 120 136 138 146 121 120 
0,2 128 126 115 109 114 125 
0,5 94 94 107 96 92 94 
1,0 87 104 82 103 93 90 
2,0 81 117 96 111 72 114 


Tabelle 5b. R.Q.-Werte, berechnet aus den abgelesenen absoluten Zahlenwerten 


Glucose- 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 
konzentration [<e 
Ole Kontrolle | Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch 
0,1 0,97 | 1,02 1,08 1,08 0,94 0,93 
0,2 1;067,7-- 1,04 0,98 0,94 0,94 1,10 
0,5 1,04 1,06 1,02 0,93 0,95 0,91 
1,0 1,40 1,70 1,42 1,69 1,90 1,81 
2,0 US Bea) 2,10 2,50 1,80 2,80 
II. Untersuchungen tiber den Einflup l/h 
von Thymochinon und Thymohydro- LN te Sh Pe 3 
chinon auf die exogene Atmung: Er- 
mittlung des Glucoseverbrauchs und der , 
vorhandenen Mengen Gesamtcarbonyl- CD 
verbindungen und Ketoséuren = 
Als weiterer Schritt zur Klarung i 
der Wirkung der verwandten Sub- Tb “I 
stanzen sind der Glucoseverbrauch 
in der AuBenlésung und die Menge 
q 10 see | 
der Gesamtcarbonylverbindungen und S G64. 4S SE5EICE 
Ketosauren in der Hefe bestimmt DH 
worden. Abb. 3. Einflu8 des px-Wertes auf die 


Die Tab.6 und 7 enthalten die Wirkung von Thymochinon und Thymo- 
: hydrochinon auf verarmte Hefe,ausgedriickt 


Analysenwerte nach 1—6 Std. Zusatz- in wl Sauerstoffverbrauch in der Stunde. 
. +44 7 x—x Kontrolle; e—-—e Thymochinon 
liche kurzzeitige Versuche weichen * * Pe oe er ere aiesincn 
in ihren Resultaten in der Tendenz 5-10->m 

nicht ab. 


Nur zu Beginn des Versuchs war durch Thymochinon in einer Konzen- 
tration von 10-*m der Glucoseverbrauch erhéht (Tab.6). Er glich sich 
nach 4 Std dem der Kontrolle an, da die Glucose nahezu verbraucht war. 
Bei der Konzentration mit dem gréBten Glucoseverbrauch war der 
Gehalt an Ketosauren leicht erhéht, nicht jedoch der an Gesamtcarbonyl- 


362 Wo.reang FuarG und WILFRIED DE JONG: 


Tabelle 6. Verbrauchte Glucosemenge sowie der Gehalt an Ketosdéuren und Gesamtcar- 
bonylverbindungen in der Hefe unter dem Hinflup der verschiedenen Th ymochinon- 
konzentrationen bei 0,59/, Glucose in der Ausgangslésung in Abhdngigkett von der 


Dauer der Hinwirkung 
4 Stunden 
Thymochinon A A P ; . 
pice mmr ae ea Si ee tA a at mn a 
Glucoseverbrauch in mg/100 ml 
Kontrolle 120 235 320 370 445 482 
10-*§ m 160 260 340 365 450 480 
10> m 120 220 330 400 460 489 
10-* m 120 220 310 360 430 475 
10° m 70 160 240 | 300 | 340 410 
Gehalt an Ketostiuren in mg/100 ml Brenztraubensdure 
Kontrolle 5,1 7,4 8,4 12,8 13,0 13,4 
10-* m 6,2 8,3 9,3 12,3 12,9 13,3 
10-> m 4,9 7,5 8,8 13,5 13,5 14,7 
10-*m 5,0 7,6 SOR -bRs 12,5 12,9 
10-3 m 4,6 6,4 7,2 10,1 11,5 12,4 
Gehalt an Gesamtcarb. verb. in mg/100 ml Brenztraubensdure 
Kontrolle 10,1 14,2 14,8 18,8 21,5 21,0 
10-* m 10,3 14,0 14,3 | 18,6 21,5 21,7 
10> m 10,3 14,6 14,3 16,7 20,7 21,5 
10-4 m 11,4 14,8 15,2 18,8 21,5 20,7 
Om 13,0 15,6 16,2 19,8 22,5 21,5 


Tabelle 7. Verbrauchte Glucosemenge sowie der Gehalt an Ketoséuren und Gesamt- 

carbonylverbindungen in der Hefe unter dem HinfluB verschiedener Thymohydro- 

chinonkonzentrationen bei 1,0°/, Glucose in der Ausgangslésung in Abhdngigkeit 
von der Dauer der Hinwirkung 


Thymohydrochinon ein) 
1 2 3 4 5 6 
Glucoseverbrauch in mg/100 ml 
Kontrolle 260 480 620 710 825 930 
10-* m 265 480 620 700 825 925 
10> m 280 520 655 735 820 920 
10-4 m 250 490 630 750 865 965 
10-* m 210 435 560 655 755 850 
Gehalt an Ketostéiuren in mg/100 ml Brenztraubensture 
Kontrolle 5,6 8,0 9,4 12,7 13,2 13,7 
10742 5,6 8,2 9,5 12,6 13,1 13,5 
10> m 6,6 9,1 9,9 13,0 13,2 13,9 
10-4 m 5,5 8,2 9,6 13,5 14,0 14,8 
10-3 m 3,9 7,4 8,2 11,3 11,8 11,8 
Gehalt an Gesamtcarb. verb. in mg/100 ml Brenztraubensiure 
Kontrolle 10,3 11,5 14,6 16,9 19,8 19,6 
10-* m 9,6 13,0 14,8 17,2 20,0 20,0 
10> m 9,4 12,3 14,0 16,1 20,2 20,2 
10-4 m 9,6 11,7 14,4 16,3 18,2 18,0 
10-° m 12,2 14,0 17,5 18,8 20,8 20,9 
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verbindungen. Hier wurde eine Erhéhung erst bei der 10-3? m Thymo- 
chinonkonzentration bemerkbar, die sich aber im Verlauf des Versuchs 
aus dem erwahnten Grunde der Kontrolle anglich. 

Einen ahnlichen Verlauf zeigten die Versuche mit Thymohydrochinon 
(Lab.7). Hier erfolgte jedoch der vermehrte Glucoseverbrauch bei der 
hoheren Konzentration von 10-°m. Die Unterschiede gegeniiber der 
Kontrolle sind nach 2—3 Std hier deutlicher als bei Thymochinon. 


ITI. Untersuchungen tiber den EinfluB von Thymohydrochinon 
auf die Garung ; 
Der Stoffwechselweg der Glucose schlieBt bei der Garung mit der Bil- 
dung von Athylalkohol ab. Die Bildung von Athylalkohol aus Acetalde- 
hyd ist der letzte Schritt beim Abbau der Glucose bei der Garung und 


Tabelle 8. Glucoseverbrauch sowie Acetaldehyd- und Alkoholbildung 
in mg nach 60 min Versuchsdauer 


Anordnung B 


Anordnung A 


Glucose- Athyl- Acet- Glucose- Athyl- Acet- 
Thymohydrochinon | yerbrauch alkohol aldehyd | verbrauch alkohol aldehyd 
mg mg mg mg mg mg 
Versuch 1 
Kontrolle 405 170 20 365 146 33 
10-3 m 150 25 53 150 18 57 
10-* m 318 88 40 342 125 41 
10> m 495 198 24 510 202 24 
Versuch 2 
Kontrolle 300 136 33 347 162 9 
10-3 m 107 14 39 127 32 41 
10-4 m 190 74 12 288 136 16 
10 m 280 106 25 408 154 23 
Versuch 3 
Kontrolle 340 132 38 321 128 21 
10-3 m 150 27 58 107 13 32 
10-4 m 297 108 50 330 95 15 
10> m 340 146 21 429 174 27 
Versuch 4 
Kontrolle 387 160 21 408 162 6 
10-3 m 126 21 45 171 24 43 
10-4 m 310 124. 35 363 112 31 
10> m 426 183 30 384 176 16 


erfolgt durch eine Dehydrogenase, die nach den Untersuchungen von 
WIELAND u. CLAREN (1932), sowie von HorrMaNnN-OsTENHOF u. Kriz 
(1949) chinonempfindlich ist. Neben den Glucosebestimmungen wurden 
daher die in 60 min gebildeten Acetaldehyd- und Athylalkoholmengen 
ermittelt (Tab.8). Es wurden zwei unterschiedliche Versuchsanordnungen 
getroffen, die mit A und B bezeichnet sind. 
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A: Zur sauerstoffreien Hefesuspension ist die frisch bereitete Thymo- 
hydrochinonlésung gegeben und 20 min spater die Glucose zugesetzt 
worden. 10min nach diesem Zusatz erfolgte die Probeentnahme zur 
Glucosebestimmung. 

B: Nach Zugabe der Thymohydrochinonlésung in die Hefesuspension 
ist diese 10 min beliiftet worden. Sodann sind 10 min Stickstoff ein- 
geblasen und danach die Glucose zugesetzt worden. 

In den Versuchen nach der Anordnung A liegen die Werte fiir die unter 
dem Einflu8 einer Thymohydrochinonkonzentration von 10~?m ver- 
brauchten Glucosemengen teilweise iiber dem der Kontrolle. Die 10~* m 
und. 10-4 m Wirkstoffkonzentrationen hemmten den Abbau der Glucose 
und noch starker die Alkoholbildung. Die Acetaldehydwerte lassen die 
hemmende Wirkung der 10-?m und 10-4m Wirkstofflésungen auf die 
Alkoholdehydrogenase erkennen. 

In der zweiten Versuchsreihe (B) ist der Glucoseverbrauch durch den 
EinfluB der 10-'m Wirkstoffkonzentration deutlich erhéht. Das gleiche 
kann fiir die gebildeten Alkoholmengen gesagt werden. Auch hier tritt 
eine Hemmung der Alkoholdehydrogenase bei den hohen Konzentra- 
tionen ein. 

Diskussion 

HoFFMANN-OsTENHOF u. Mitarb. (HOFFMANN-OSTENHOF 1947a,b; 
HorrMaNnNn-OSTENHOF u. GIERER 1948; HorFFMANN-OSTENHOF u. MOSER 
1948; HorrmMann-OSTENHOF u. FELLNER-FELDEGG 1949b,c; Horr- 
MANN-OSTENHOF u. Kriz 1949, 1950) untersuchten den Einflu8 von Benzo- 
chinonderivaten auf den Hefestoffwechsel, um den antibiotischen Effekt 
chinoider Verbindungen zu kliren. Sie arbeiteten mit relativ starken 
Wirkstofflésungen. Eine Ubereinstimmung der Wirkung auf intakte 
Hefezellen und auf isolierte Enzymsysteme ist von diesem Arbeitskreis 
nur dann gefunden worden, wenn Chinone in hoher Konzentration eine 
schadigende Wirkung entfalteten. Bei Anwendung niedrigerer Konzen- 
trationen — fiir die kaum vergleichbare Arbeiten vorliegen — ist die 
Beurteilung schwieriger. Die Untersuchung ihres Einflusses ist jedoch 
aus den schon angefiihrten Griinden von besonderem Interesse. 

Die hemmende bzw. férdernde Wirkung speziell bei einer Konzentra- 
tion von Thymochinon von 10-6 m und einer von Thymohydrochinon 
von 10-4 m auf die Sauerstoffaufnahme sind bei frischer und verarmter 
Hefe unterschiedlich. 

Die Anregung des Stoffwechsels durch Chinone in entsprechender Kon- 
zentration ist bei Verwendung verarmter Hefe deutlicher. Eine verarmte 
Hefezelle spricht auf auBere EKinfliisse starker an als eine nichtverarmte 
(Barr u. Stannard 1955). Die Ursachen dafiir sind noch nicht véllig 
geklirt (MeyeRnor 1925; Hasurirant 1928; SpreGELMANN u. Nozawa 
1945; Fates 1951; TREVELYAN u. Harrison 1952; StrcKLAND 1956). 
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Der Wert des Respirationsquotienten liegt nur unterhalb einer Glu- 
cosekonzentration von etwa 0,5°/, bei 1,0. Es kommt bei héherem Glu- 
cosegehalt zu einer aeroben Garung. Diese bedingt ein Ansteigen des 
R.Q.-Wertes, der aber unterhalb des Wertes aus den Ansatzen mit Wirk- 
stoffen bleibt. Die Erhéhung des Respirationsquotienten unter dem Ein- 
flu8 von Thymohydrochinon ist nicht so sehr durch eine vermehrte 
Kohlendioxydentwicklung, sondern mehr durch einen verminderten 
Sauerstoffverbrauch bedingt. 

ANKER (1949) fand bei Untersuchungen iiber den Einflu8 von f-Indo- 
lylessigsdure auf die Hefeatmung ebenfalls eine vom Glucosegehalt ab- 
hangige Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs. Sie trat ebenfalls oberhalb 
0,5°/) Glucose nicht mehr auf. Eine ahnliche Beobachtung machten 
Ruiz u. Fuare (1960) bei Untersuchungen iiber den Einflu8 von Thymo- 
hydrochinon auf den Sauerstoffverbrauch von Segmenten von Bohnen- 
wurzeln. Bei Verwendung optimaler Wirkstoffkonzentrationen schlug 
eine anfangliche Atmungshemmung in eine Foérderung der Sauerstoff- 
aufnahme um. Diese Tatsache wird auf die wahrend des Versuches 
abnehmende Glucosekonzentration zuriickgefiihrt. Die Deutung der 
Abhangigkeit der Wirkung vom Glucosegehalt ist hier sehr schwierig, 
weil mit seiner Erhéhung unter normalen Bedingungen bereits eine Reihe 
von stoffwechselphysiologischen Veranderungen vor sich gehen (WERT- 
HEIMER 1929; WILLSTATTER u. RoHDEWALD 1937; KruyK u. KLINnG- 
MULLER 1939; Fates u. BAUMBERGER 1948). 

Die Abhangigkeit des Einflusses der Wirkstoffe vom py-Wert der 
AuBenlésung ist bei vielen stoffwechselaktiven Substanzen festgestellt 
worden. So fanden auch HorrMANN-OSTENHOF u. Kriz (1949) bei px 8,0 
eine starkere Hemmung der Atmung der Hefe durch Toluchinon als bei 
PH 6,5. 

Die Befunde iiber den vermehrten Glucoseabbau bei den entsprechen- 
den Konzentrationen der angewandten Wirkstoffe stimmen gut mit dem 
erhéhten Sauerstoffverbrauch bei den Warburg-Versuchen iiberein. Sie 
zeigen, das der vermehrte Sauerstoffverbrauch nicht auf Kosten der 
Reservekohlenhydrate erfolgt. 

Eine 10-?m Wirkstoffkonzentration erhéhte den Gehalt an Keto- 
sduren nicht, wohl aber den an Gesamtcarbonylverbindungen. Damit 
zeigte sich, daB die Alkoholdehydrogenase gegen die Einwirkung von 
Thymohydrochinon empfindlicher ist als die Brenztraubensduredecar- 
boxylase. Der nicht zum Alkohol reduzierte Acetaldehyd ist die Ursache 
fiir die Erhohung des Gehaltes an Gesamtcarbonylverbindungen. Nach 
Dickens (1936, 1951) wird durch alle stoffwechselaktiven Substanzen in 
Konzentrationen, die die Atmung hemmen, eine aerobe Garung induziert. 
Die Versuche in Gegenwart von Thymochinon und Thymohydrochinon 
in die Atmung hemmenden Konzentrationen haben ergeben, daB diese 
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Substanzen keine derartige Wirkung besitzen; dieser Unterschied trat 
auf, weil die Chinone in diesen Konzentrationen auf Grund ihrer Reak- 
tionsfihigkeit eine spezifische Hemmwirkung auf die Alkoholdehydro- 
genase ausiiben. Die relativ hohen Aldehydmengen bei den anaeroben 
Versuchen lassen dies besonders deutlich erkennen. 

Wir fanden auch unter anaeroben Bedingungen durch die Einwirkung 
von 10-5m Thymohydrochinon einen verstérkten Zuckerabbau. Nach 
HorrMann-OsTENHOF u. Kriz (1949) fordern verschiedene Chinone, 
darunter auch Thymochinon, die Garung. Von Rippet-Batpzs (1948) 
werden unter den Stoffen, die eine Garung vornehmlich zu Beginn 
beschleunigen, auch Chinone genannt. 

Die Einfliisse von Chinonen auf die einzelnen Stoffwechselvorgange 
sind komplexer Natur. Die Effekte hoher Konzentrationen kénnen als 
Reaktionen mit Amino- und SuJfhydryl-Gruppen der Proteine gedeutet 
werden. 

Die Einfliisse von Chinonen in groBer Verdiinnung auf den Zellstoff- 
wechsel zu interpretieren, ist weit schwieriger. HOFFMANN-OSTENHOF u. 
Kriz (1949) erklaren die mangelnde Ubereinstimmung ihrer verschie- 
denen Versuchsergebnisse damit, da die Chinone sehr reaktionsfreudige 
und daher recht unspezifische Substanzen sind, welche eine groBe Anzahl 
von Enzymsystemen zu beeinflussen vermégen. Unsere Versuche haben 
ergeben, daB in geringen Konzentrationen Chinone eine beschleunigende 
Wirkung auf den aeroben und anaeroben Glucoseabbau, ahnlich bekann- 
ten Wirkstoffen, wie /-Indolylessigsiure (ANKER 1949) besitzen. In 
diesem Konzentrationsbereich haben diese Stoffe fordernde Einfliisse auf 
das Stoffwechselgeschehen, deren Charakterisierung bisher nur im 
Zuckerhaushalt moéglich war. 


Zusammenfassung 

1. Es wurde die Wirkungsweise von p-Benzochinonen in schwacher 
Konzentration auf den Stoffwechsel der Hefe untersucht. 

2. Unter dem Kinflu8 bestimmter Konzentrationen an m-Xylochinon, 
Pseudocumochinon, Thymochinon und Thymohydrochinon kommt es zu 
einem vermehrten Sauerstoffverbrauch bei verarmter Hefe. Fiir Thymo- 
chinon und Thymohydrochinon wird gleichzeitig ein schnellerer Ver- 
brauch der als AuSensubstrat zugegebenen Glucose gefunden. Diese 
Effekte sind sowohl vom py wie vom Glucosegehalt des Mediums ab- 
hangig. 

3. Der ,,exogene“ Respirationsquotient (R.Q.) wurde bei einer 
Glucosekonzentration unter 1°/, durch die Wirkstoffe nicht wesentlich 
verandert. Bei Glucosekonzentrationen iiber 1°/, wurde der R.Q. durch 
die einsetzende aerobe Garung schon in der Kontrolle erhoht, stiarker 
noch durch den Zusatz von Thymohydrochinon. 
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4. Neben dem Glucoseverbrauch wurde der Gehalt an Ketosauren, 
Carbonylverbindungen, Acetaldehyd und Athylalkohol bestimmt. Die 
Ergebnisse zeigen, daB die Alkoholdehydrogenase gegen Chinone emp- 
findlicher ist als die Brenztraubensiuredecarboxylase. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die zur Unterstiitzung 
dieser Arbeit bereitgestellten Mittel. 
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fiir Landwirtschaft, Braunschweig-Vélkenrode 


Vergleich der Wirkung von Thymochinon 
und Thymohydrochinon mit der von 2,4-Dinitrophenol 
auf den Stoffwechsel der Hefe 


(Saccharomyces cerevisiae) 


Von 
WOLFGANG FLAIG und WILFRIED DE JONG 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 5. August 1960) 


Geringe Thymohydrochinonkonzentrationen (FLAIG u. DE Jone 1960) 
regen, ebenso wie schwache Gaben von 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP), 
die Atmung an (EHRENFEST u. Ronzont 1933; FIELD u. Mitarb. 1933a,b; 
BEEVERS 1953; SrickLAND 1956b). Von 2,4-DNP ist ferner bekannt, 
daB diese Verbindung die oxydative Phosphorylierung entkoppelt. Es 
sind deshalb die Hinfliisse dieser Verbindungen auf den Stoffwechsel der 
Hefe verglichen worden. 


Methodik 


Anzucht einer Reinkultur von Saccharomyces cerevisiae und Standardi- 
sierung der Hefesuspensionen sind bereits beschrieben (FLata u. De Jone 1960) 
worden. Die Glucosebestimmung erfolgte nach Nrtson (1944), die der Poly- 
saccharide nach Farus (1951) mit Anthron-Reagens. 

Anorganisches Phosphat wurde nach SmonsEN u. Mitarb. (1946) bestimmt. 
Zur Messung der Phosphorylierungsgeschwindigkeit auf Grund des Gehaltes an 
anorganischem Phosphat der Hefe ist nach den Angaben von StTicKLAND (1956 c) 
verfahren worden. Versuche, die weniger als 3 min dauerten, wurden in Reagens- 
glasern durchgefiihrt, bei langerer Zeit in 100 ml Erlenmeyerkolben, die im Wasser- 
bad bei 27° C geschiittelt wurden. Die Unterbrechung der Reaktion erfolgte mit 
10°/,iger Trichloressigsaure. 


I. Einflup von Thymohydrochinon und von 2,4-Dinitrophenol 
auf Phosphorylierungsvorgange 

Als MaB der Beeinflussung der Phosphorylierungsvorgange sind die 
Anderungen des Gehaltes der Hefezellen an anorganischem Phosphat 
gewahlt worden. Seine Abnahme kann nach Lynen (1941), LYNEN u. 
KoENIGSBERGER (1951) mit dem Gewinn organischer, energiereicher Ver- 
bindungen gleichgesetzt werden. 

Die Untersuchungen sind nach den von STICKLAND (1956c) angegebe- 
nen Methoden durchgefiihrt worden. Dazu war ein Vergleich der Ge- 
schwindigkeit der Phosphorylierung bei py 4,7 und py 6,2 notwendig, 


a 2 Y 6 
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den Abb.1 wiedergibt, da SticKLAND bei px 6,2 seine Versuche durch- 
fiihrte, aber fiir die Bestandigkeit der Chinone ein py-Wert von 4,7 giin- 


stiger ist. 


Abb.2 zeigt den EinfluB von Thymohydrochinon und 2,4-DNP unter 
aeroben Bedingungen auf die Abnahme des Gehaltes an anorganischem 


| | fe 


— 
& min 7 
Abb.1. Vergleich der Phosphorylierung, gemessen 
an dem in den Hefezellen noch vorhandenen 
anorganischen Phosphat bei pu 4,7 und pn 6,2. 
Ansatz: 1g verarmte Hefe (Trockensubstanz) in 
100 ml etwa 0,1°/,iger Glucoselésung. @— © px 4,7; 

O—O pu 6,2 


a Y oe 
Abb.2. HinfluB von Thymohydrochinon und 2,4- 
DNP auf die Phosphorylierung, gemessen an noch 


& min 7 


vorhandenen mg anorganischen Phosphats je 
Gramm Trockengewicht der Hefein Abhingigkeit 
von der Zeit. Ansatz: 1g verarmte Hefe (Trocken- 
substanz) in 100 ml ca. 0,1°/,iger Glucoselésung. 
o—o Kontrolle; x—x Thymohydrochinon 10-° m; 
s—s Thymohydrochinon 10-*m; O—o 2,4-Di- 
nitrophenol 10-*m; e¢—e 2,4-Dinitrophenol 10-*m 


Phosphat der Hefe nach Zugabe 
von Glucose. 

Tab.1 enthalt die Ergebnisse 
einer Phosphorylierung im Stoff- 
wechselgleichgewicht unter aero- 
ben und anaeroben Bedingungen. 
Die Versuche zeigten bei allen 
Wiederholungen das gleiche Er- 
gebnis. Der Gehalt an anorgani- 
schem Phosphat sank in den 
Kontrollversuchen am starksten 
ab, weniger stark unter dem 
KinfluB einer 10-4m und 107m 

Thymohydrochinonkonzentra- 
tion. Letztere hatte bei den 
friiheren Versuchen (FLAIG u. DE 
Jone 1960) eine Anregung der 
Sauerstoffaufnahme bewirkt. Der 
Gehalt an anorganischem Phos- 
phat verringerte sich unter dem 
EinfluB der 2,4-DNP-Konzen- 
trationen noch weniger. Dem- 
nach hemmte 2,4-DNP die Phos- 
phorylierung bei allen Konzen- 
trationen starker als Thymo- 
hydrochinon. 


II. Untersuchungen tiber den Ein- 
fluB von Thymochinon, Thymo- 
hydrochinon und 2,4-Dinitrophenol 
auf den endogenen Stoffwechsel 

Nach Rorustery u. BERKE 
(1952) wird durch 2,4-DNP eine 
endogene Garung angeregt. Diese 
Wirkung scheint fiir diese Ver- 


bindung charakteristisch zu sein. Wie Tab. 2 zeigt, kommt es bei Zusatz 
von 2,4-DNP bei verarmter Hefe unter anaeroben Bedingungen zu einer 
vermehrten Kohlendioxydentwicklung. Untersuchungen iiber die Ab- 
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nahme der Polysaccharide sind dabei nicht durchgefiihrt worden, weil keine 
Beziehung zwischen entwickeltem Kohlendioxyd und abgebauten Poly- 
sacchariden der Hefezelle besteht. Die Versuche sind mit Hilfe der 


Tabelle 1. Mengen an anorganischem Phosphat in Milligramm je Gramm Trocken- 
gewicht Hefe, die sich — aerob und anaerob — unter dem Einflug von Thymohydro- 
chinon und 2,4-DNP einstellen 


mg anorgan. P/g Hefe 


aerob nach anaerob nach 
10 min 15 min 20 min 30 min 


1. Versuch, ausgehend von 2,0 mg anorgan. P/g Hefe 


Kontrolle 0,72 | 0,78 0,85 0,80 
Thymohydrochinon 10-3 m iy i) oR 1,15 1,10 
10-4 m 0,97 0,85 0,98 1,02 
10>m 0,88 | 0,85 0,99 0,92 
2,4-DNP 10-7 m 1,35 | 1,30 1,31 il sie 
10-*m 1,15 1,19 1,20 1,22 
2. Versuch, ausgehend von 1,9 mg anorgan. P/g Hefe 
Kontrolle 0,81 0,77 0,82 0,87 
Thymohydrochinon 10-3 m 1,05 1,01 1515 1,20 
10-*m 0,92 0,87 1,10 1,12 
10> m 0,90 0,86 1,99 1,05 
2,4-DNP 104m 1,36 | 1,40 1,42 1,46 
10-*m 1,10 | 1,15 1,25 1,26 


Ansatz: 1 g verarmte Hefe (Trockensubstanz) in 100 ml ca. 0,1°/,ige Glucose- 
l6sung. 
Tabelle 2. Hinflug von Thymochinon, Thymohydrochinon und 2,4-DNP auf den 


endogenen Hefestoffwechsel (anaerob), gemessen an der in der 1. Std nach Substanz- 
zugabe entwickelten Kohlendioxydmenge in Mikroliter 


Versuche 

1 2 3 4 5 

Kontrolle 8 eg 0 4 
Thymochinon 10-4 m 7 — _ 5 0 
10> m — 5 0 — 5 
Thymohydrochinon 10 m 6 10 — 0 6 
10-*m Sa es 0 11 = 

10> m — 10 4 6 — 

2,4-DNP 10 m 50 | 44 35 — 50 
10-*m 63 71 69 50 81 


Ansatz: 30 mg verarmte Hefe (Trockensubstanz) auf 10 ml 0,05 m KH,PO,- 
Lésung. 


Warburg-Technik durchgefiihrt worden. Nach Temperaturausgleich 


wurden die Wirkstofflosungen eingekippt. 
Nach Untersuchungen von Srickianp (1956a) werden bei Hefe die 
Reservekohlenhydrate in Gegenwart von 2,4-DNP angegriffen und in 
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den Stoffwechsel einbezogen. Thymochinon und Thymohydrochinon 
zeigten in den angewandten Konzentrationen keinen damit vergleich- 
baren Einflu8, da keine vermehrte Kohlendioxydbildung eintrat. 


III. Untersuchungen iiber den Einflugk von Thymochinon und Thymo- 
hydrochinon auf den Pasteur-Effekt: Vergleich mit der Wirkung von 
2,4-Dinitrophenol 

Von 2,4-DNP ist bekannt (BrEvERS 1953, Frecp u. Mitarb. 1933a, 
Bonner 1949, Ciirron 1937, EHRENFEST u. Ronzont 1933), daB es in 
Konzentrationen, bei denen es die Atmung anregt, den Pasteur-Effekt 
konzentrationsabhangig teilweise oder ganz aufhebt, d.h., die Hohe 


Tabelle 3. EinfluB von 2,4-DNP in verschiedenen Konzentrationen auf die aerob 
und anaerob in 1 Std verbrauchte Glucosemenge sowie auf die in dieser Zeit 
synthetisierten Polysaccharide 

Zahlenangaben in Milligramm je Milliliter der Ansatzloésung 


aerob anaerob PQ? 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,65 2,70 0,56 
2,4-DNP 10-%m eta yl [ae 7 150428 0,90 
iehin 1.50 Diff. 0,50 1,80 Diff. 0,40 0,82 
10-5 m 2,15 3,10 0,68 
In 60 min synthetisierte Polysaccharidmenge 
Kontrolle 0,28 0,22 
2,4-DNP 10m 0,00 0,00 
10-4 m 0,07 0,04 
10> m 0,16 0,15 
pow aerob verbrauchte Glucosemenge 


anaerob verbrauchte Glucosemenge * 
Ansatz: 60 mg Hefe (‘Trockensubstanz) in 20 ml 0,5°/,iger Glucoselésung. 


des Substratverbrauchs nahert sich unter aeroben Bedingungen in 
Gegenwart des Wirkstoffes der unter anaeroben,. 

Ks wurde deshalb der EinfluB von Thymochinon und Thymohydro- 
chinon auf den Pasteur-Effekt gepriift und mit der Wirkung von 2,4-DNP 
verglichen. In den Tab.3, 4 und 5 sind die Resultate einiger dieser Unter- 
suchungen zusammengestellt. AuBer der in 60 min verbrauchten Glucose- 
menge wurde die in der gleichen Zeit aufgebaute Menge an Polysaccha- 
riden bestimmt. 


2,4-DNP (‘Tab.3) bewirkte in allen drei Konzentrationen eine Er- 
héhung des Wertes fiir den Pasteur-Quotienten (P. Q.). Von einer teil- 
weisen Aufhebung des Pasteur-Effektes kann jedoch nur beim EinfluB 
der 10~-> m Lésung gesprochen werden, da hier aerob der Glucoseabbau 
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beschleunigt und gleichzeitig der Wert von P. Q. erhoht war. Die Poly- 
saccharidsynthese war konzentrationsabhingig mehr oder weniger ver- 
mindert. 

Thymochinon (Tab.4) in 10-4 m und 10-5 m Konzentration bewirkte 
eine Verringerung des Glucoseabbaues, eine 10-6 m dagegen eine Be- 
schleunigung. Das trifft fiir beide Versuche sowohl unter aeroben wie 


Tabelle 4. HinfluB von Thymochinon auf die aerob und anaerob 
durch Hefe verbrauchte Glucosemenge mit daraus errechneten P.Q. sowie der Hinflug 
auf die Polysaccharidsynthese 


Zahlenangaben in Milligramm je Milliliter der Ansatzlésung 


aerob anaerob PLO; 
1. Versuch 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,56 2,90 0,53 
Thymochinon 10-*m 0555). OF56N=.- 0,98 
10-5 m 1.58 Diff. 0,28 2,00 Diff. 0,87 0,79 
10-§ m 1,84 Sail 0,48 
In 60 min synthetisierte Polysaccharide 
Kontrolle 0,28 0,22 
Thymochinon 10-4 m 0,09 0,10 
10> m 0,19 0,19 
10-§ m 0,26 0,25 
2. Versuch 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,28) 2,26 0,56 
Thymochinon 10-+m OSGi ORO) ee 0,80 
yea 1.00 Diff. 0,26 1.63 Diff. 0,71 0,61 
10-§ m 1,54 2,97 0,51 
In 60 min synthetisierte Polysaccharide 
Kontrolle 0,28 0,19 
Thymochinon 10-4m 0,09 0,06 
iKQ= 2 san) 0,16 0,19 
10-§ m 0,29 0,29 


Ansatz: 60 mg Hefe (Trockensubstanz) in 20 ml 0,5°/jiger Glucoselésung. 


unter anaeroben Bedingungen zu. Der P.Q. der Versuche mit 10~§ m 
Wirkstoffkonzentration glich sich dem der Kontrolle an, wahrend er bei 
den héheren Konzentrationen eine beachtliche Erhohung erfuhr. 
Thymohydrochinon (Tab.5) wirkte aerob und anaerob in 107° m 
Konzentration fordernd, in 10-? m und 10-* m hemmend auf den 
Glucoseverbrauch. Auch hier machte sich eine Hemmung unter anaeroben 
Bedingungen bei 10~° m und 10~‘ m starker bemerkbar. Der im Kontroll- 
versuch zwischen 0,58 und 0,65 liegende Wert fiir den P. Q. wurde unter 
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Tabelle 5. HinfluB von Thymohydrochinon auf die 
in 1 Std aerob und anaerob verbrauchte Glucosemenge mit daraus errechnetem P.Q. 
sowie der HinfluB auf die Polysaccharidsynthese 


Zahlenangaben in Milligramm je Milliliter der Ansatzlésung 


| aerob | anaerob | P. Q. 
1. Versuch 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,16 2,00 0,58 
Thymohydrochinon 
107m 0,74 } Diff. 0,44 0,95 } Diff. 0,89 0,78 
10-*m 1,30 1,94 0,66 
10> m 1,60 2,89 0,55 
In 60 min synthetisierte Polysaccharide 
Kontrolle 0,28 0,25 
Thymohydrochinon 
10-5 m 0,07 0,10 
10-4 m 0,16 0,19 
10> m 0,25 0,26 
2. Versuch 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,28 2,15 0,59 
Thymohydrochinon 
10m 0,60 } Diff. 0,28 0,70 } Diff. 1,00 0,85 
10m 1,13 1,70 0,66 
10> m 1,56 3,15 0,49 
In 60 min synthetisierte Polysaccharide 
Kontrolle 0,32 0,29 
Thymohydrochinon 
107 m 0,11 0,09 
10-*m 0,22 0,19 
10> m 0,32 0,31 
3. Versuch 
In 60 min verbrauchte Glucosemenge 
Kontrolle 1,40 2,15 0,65 
Thymohydrochinon | 
10m 0,50 | Diff. 0,22 0,85 } Diff. 1,27 0,58 
10-4 m 1,30 | 1,86 | 0,69 
10-> m 1,72 3,42 0,50 
In 60 min synthetisierte Polysaccharide 
Kontrolle 0,26 0,19 
Thymohydrochinon 
10-3 m 0,13 0,09 
10-*m 0,23 0,19 
10> m 0,26 0,26 


Ansatz: 60 mg Hefe (Trockensubstanz) in 20 ml 0,5°/jiger Glucoselésung. 
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dem Einflu8 einer Wirkstoffkonzentration von 10-5 m erniedrigt und 
bei Anwendung der héheren Konzentrationen erhdht. Die Erniedrigung 
des P.Q. bei einer 10-> m Thymohydrochinonkonzentration unter den 
Wert der Kontrolle ist durch den im Vergleich zu 2,4-DNP geringeren 
Glucoseverbrauch unter aeroben Verhaltnissen bedingt. 

Die Konzentrationen an Thymochinon und Thymohydrochinon, die 
den Glucoseverbrauch hemmen, vermindern auch konzentrations- 
abhangig die Polysaccharidsynthese. Unter dem EinfluB8 einer 10-@ m 
Thymochinon- bzw. 10~-> m Thymohydrochinonlésung war die Poly- 
saccharidsynthese gleich der der Kontrolle oder aber in Anaerobiose 
dem vermehrten Glucoseverbrauch entsprechend etwas erhoht. 


Diskussion 


Thymohydrochinon vermindert in Abhangigkeit von der Kon- 
zentration sowohl die ,,Kinleitungsphosphorylierung‘‘ als auch die 
Phosphorylierung im Stoffwechselgleichgewicht unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen. Von einer ,,Entkoppelung“ der oxydativen 
Phosphorylierung kann in den untersuchten Fallen nur gesprochen 
werden, wenn trotz angeregtem Stoffwechsel, wie er sich in dem schnel- 
leren Glucoseabbau zeigt, eine geringere Menge von organischem Phos- 
phat in organische Bindung iibergefiihrt wird. 

Auf Grund der Befunde ist es wahrscheinlich, da8 Thymohydrochinon 
wie 2,4-DNP in den Konzentrationen, die die Sauerstoffaufnahme er- 
héhen, die gleiche Wirkung haben, wobei diese bei 2,4-DNP in geringerer 
Konzentration hervorgerufen wird. Die Unterschiede der Wirkung von 
2,4-DNP bei pu 4,7 zu den Resultaten von STIcKLAND (1956c), nach 
dessen Befunden eine 10~-* m Losung den Stoffwechsel bei pq 6,2 nur 
geringfiigig hemmte, kénnen auf die unterschiedlichen py-Werte der 
Medien zuriickgefiihrt werden. Nach Frevp u. Mitarb. (1933a) vermag 
dieser Wirkstoff die Zellmembran nur in nichtionisierter Form zu durch- 
dringen. 

Es scheint auch eine gewisse Parallelitét der Wirkung bei beiden 
Substanzen auf den Pasteur-Effekt zu bestehen. Es ist bekannt, dab 
2.,4-DNP den Pasteur-Effekt je nach angewandter Menge mehr oder 
weniger aufhebt. Von dieser Wirkung kann aber nur dann gesprochen 
werden, wenn ein Ansteigen des P. Q.-Wertes ohne gleichzeitige Hem- 
mung der Atmung beobachtet wird, wie das bei der Anwendung einer 
10-5 m 2,4-DNP-Lésung der Fall ist. 

Die Tendenz der Wirkung von Thymochinon und Thymohydrochinon 
gleicht der von 2,4-DNP. Bei férdernden Konzentrationen dieser Sub- 
stanzen jedoch wird — im Gegensatz zum 2,4-DNP — der Pasteur- 
Effekt, wie aus den gefundenen P.Q.-Werten hervorgeht, nicht auf- 
gehoben. Die Erhéhung des P. Q.-Wertes bei starkeren, hemmenden 
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Konzentrationen wird durch die unter anaeroben Bedingungen relativ 
groBere Hemmung des Glucoseverbrauches bedingt. 

Eine Reihe von Ver6ffentlichungen haben sich in den letzten Jahren 
mit dem Mechanismus des Pasteur-Effektes beschaftigt (LIPMANN 1933, 
GorrscHaLK 1941, Jounson 1941, LynENn 1941, ENGELHARDT u. SAKOW 
1943, CoLowrcKk u. Prick 1945, StricKLAND 1956b). Von den verschie- 
denen Auffassungen wird die von LYNEN (1941) aufgestellte ,,Phosphat- 
mangeltheorie‘‘ in neuerer Zeit wieder zur Erklarung herangezogen, 
obwohl z. B. OcHoa u. STERN (1952) der Ansicht sind, daB die Unter- 
schiede im Gehalt an anorganischem Phosphat fiir den verschiedenen 
Ablauf des aeroben und anaeroben Stoffwechsels nicht ausreichen. Nach 
LYNEN wirkt sich der Gehalt an anorganischem Phosphat in der Zelle, 
der unter aeroben Bedingungen durch die oxydative Phosphorylierung 
besonders stark vermindert wird, in der Glykolyse auf der Stufe der 
Glycerinaldehyddehydrogenase aus. DaB das bei der oxydativen Phos- 
phorylierung vermehrt gebildete ATP nicht einen verstarkten Ablauf 
der Hexokinasereaktion bewirkt, wird mit der Verteilung in den ver- 
schiedenen Orten des Stoffwechsels in der Zelle erklart, wobei unter 
aeroben Bedingungen das anorganische Phosphat als ATP in den Mito- 
chondrien lokalisiert ist (HoLzER u. Mitarb. 1958) und sich nicht mehr 
an den Reaktionen der im Plasma sich befindenden Hexokinase beteiligen 
kann. Der EinfluB von 2,4-DNP auf die oxydative Phosphorylierung 
einerseits wie auf den Pasteur-Effekt andererseits ist eine Stiitze fiir die 
Phosphatmangeltheorie. 

STICKLAND (1956a,b) hat allerdings gefunden, da8 Propionitril keinen 
HinfluB auf die Phosphorylierungsvorginge besitzt, den Pasteur-Effekt 
aber je nach Konzentration teilweise oder ganz aufhebt. Bei der Ein- 
wirkung der von uns untersuchten Substanzen ist damit zu rechnen, daB 
sie an mehreren Stellen des Stoffwechsels eingreifen und zusatzlich in 
Abhangigkeit von der Konzentration verschiedene Wirkungen entfalten. 

Kin Vergleich mit den Arbeiten aus der tierischen Physiologie ist nicht 
ohne weiteres mdéglich. Beispielsweise haben nur Nitrophenole und 
Nitrile den gleichen Effekt bei Hefezellen (StickLAND 1956b), obwohl 
noch andere Substanzen den Pasteur-Effekt in tierischem Gewebe teil- 
weise aufheben. Mit 2,4-DNP, in dessen Gegenwart bei Hefe Poly- 
saccharide abgebaut werden (ROTHSTEIN u. BERKE 1952), ist bei tierischen 
Mitochondrien wiederum eine Glykogenanhaufung (FoNNESU u. SEVERI 
1955) beobachtet worden. Andere entkoppelnde Substanzen verursachen 
eine Fettanreicherung (DiaAnzAnt u. Scuro 1956). Von HorrmMann- 
OsTENHOF u. Kriz (1949) ist eine Erhéhung des Fettgehaltes von Hefe 
bei geringen Gaben bestimmter Chinone gefunden worden. Alle diese 
Befunde lassen sich aber auch durch unterschiedliche Konzentrationen 
erklaren. 
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Die Polysaccharidsynthese wird durch Thymochinon und Thymo- 
hydrochinon bei gleichen Konzentrationen weniger stark gehemmt als 
durch 2,4-DNP. Dieses hemmt die Polysaccharidsynthese auch bei einer 
Konzentration, die einen beschleunigten Glucoseabbau und eine ver- 
mehrte Sauerstoffaufnahme (StickLaAND 1956a) zur Folge haben. Nach 
Angaben von Garrron (1942) sind die Syntheseprozesse bei Mikro- 
organismen meist weit empfindlicher gegen die Einwirkungen von stoff- 
wechselaktiven Substanzen als die Vorginge bei der Endatmung. 

StaRKow (1955) fand eine Anregung der Atmung der Hefe durch 
2-Methyl-1,4-naphthochinon und diskutiert eine nicht mit der Bildung 
energiereicher organischer Phosphate gekoppelte Beteiligung des 
Chinons im System der Endatmung. Bei der Einwirkung dieser Substanz 
auf tierische Mitochondrien ist eine Verminderung der oxydativen 
Phosphorylierung festgestellt worden (Martius u. Nrrz-Lirzow 1954a,b). 
Die Ahnlichkeit der Befunde mit Thymochinon und Thymohydrochinon 
im Stoffwechsel der Hefe lassen eine Wirkung auf die oxydative Phos- 
phorylierung in tierischen Mitochondrien vermuten. 


Zusammenfassung 


Beim Vergleich der Wirkung von Thymohydrochinon und Thymo- 
chinon mit der von 2,4-DNP auf den aeroben und anaeroben Stoff- 
wechsel der Hefe wurde eine Ahnlichkeit in der Wirkung dieser Substanz 
gefunden. Beim Vergleich gleicher Konzentrationen ist die Stoffwechsel- 
aktivitat von 2,4-DNP grdBer als die von Thymohydrochinon und 
Thymochinon. Bei Konzentrationen, die die Atmung anregen, wird. von 
Thymohydrochinon und Thymochinon im Gegensatz zu 2,4-DNP die 
Synthese der Polysaccharide nicht gehemmt. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die zur Unterstiitzung 
dieser Arbeit bereitgestellten Mittel. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat Tiibingen 


Uber Lichtadaptation und Musterbildung 
bei Euglena gracilis 


Von 
ROSMARIE THIELE 


Mit 17 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. Juli 1960) 


Die Lichtempfindlichkeit phototaktisch reagierender Flagellaten kann 
durch verschiedene duBere Faktoren beeinfluBt werden. Marnx (1938) 
sowie Matnx u. Wotr (1940) konnten die Wirkung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, der Temperatur und von Licht und Dunkelheit bei 
Volvocalen und Chrysomonadalen zeigen. Die Aufgabe der vorliegenden 
Arbeit war es, Anderungen der Empfindlichkeit durch Vorbelichtung und 
Vorverdunklung bei Huglena gracilis nachzuweisen und nach Méglichkeit 
zu entscheiden, ob echte Adaptation, d. h. eine Reaktion im Pigment- 
system des Photoreceptors vorliegt, oder ob das Licht nur indirekt wirkt 
iiber eine andere lichtabhangige Reaktion des Zellstoffwechsels, z. B. 
die Assimilation. 

Um bei Flagellaten eine Anderung der Lichtempfindlichkeit zu messen, 
bieten sich zwei grundsatzlich verschiedene Methoden an: Man kann 
einmal die Lage eines der Kardinalpunkte der Phototaxis feststellen, wie 
Umschlagspunkt von positiver zu negativer Phototaxis oder den 
unteren Schwellenwert, und dann priifen, um welchen Betrag die Intensi- 
tat variiert werden mu8, um wieder die gleiche Reaktion zu erhalten. 
Andererseits kann man bei konstanter Intensitat die Starke der photo- 
taktischen Reaktion messen, z.B. durch Bestimmung der Dichte einer in 
bestimmter Zeit entstandenen Euglenenansammlung in einer Lichtfalle. 
Fiir Versuche, bei denen die Wirkung einer Vorbelichtung untersucht 
werden soll, ist die erste Methode ungeeignet, da hier die Intensitat, bei 
der der Kardinalpunkt nach der Adaptation liegt, nur durch Probieren 
gefunden werden kann. Dieses Probieren hat aber ein laufendes Verandern 
des Adaptationsgrades zur Folge. Bei den hier beschriebenen Versuchen 
wurde deshalb die zweite Methode benutzt: Es wurde die Dichte einer 
Euglenenansammlung gemessen, die innerhalb von 5 min in einer Licht- 
falle entstand. 

Auf dem gleichen Prinzip — Messen der Starke eines Reaktionsablaufs bei 


konstanter Intensitét — beruhen Versuche tiber Lichtadaptation von Masr (1932) 
mit Volvox aureus, Mast u. Hawk (1936) sowie SHurriEs (1937) mit Peranema 
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trichophorum, deren Ergebnisse mit den hier gefundenen gut iibereinstimmen. Eine 
neuere Arbeit von BRuUCKER (1954) hat Adaptationserscheinungen bei der Euglenine 
Lepocinclis texta zum Thema und in einer Arbeit von BUNNING u. GOssEL (1959) 
wird deutlich, wie wichtig die Kenntnis der Adaptationsvorgange fiir photo- 
taktische Versuche ist. 

Anzufiihren sind weiter die Untersuchungen von DELBRUCK u. REICHARDT (1956), 
die sich auf Adaptationserscheinungen der phototropisch reagierenden Sporangio- 
phoren von Phycomyces beziehen; sie liefern grundsatzliche Ergebnisse zu einer 
Theorie der Adaptation. 


Methodik 
1. Material 


Alle Versuche wurden mit demselben, aus der Sammlung Prof. PRINGSHEIMs 
erhaltenen Stamm von Euglena gracilis durchgefiihrt, der im Tiibinger Botanischen 
Institut schon mehrmals als Versuchsobjekt diente [vg]. BUNNING u. GOsSEL (1959), 
sowie dort zitierte Literatur]. 


Als besonders giinstiges Kulturmedium erwies sich die bei BUNNING u. SCHNEIDER- 
HOHN (1956) angegebene Nahrlésung (Pepton aus Fleisch Merck Nr. 7214 0,2 g, 
Fleischextrakt Liebig 0,2 g, Natriumacetat p.a. Merck 0,2 g¢, aqua bidest. ad 
100 ml), mit der allein die fiir die Messungen notwendige hohe Euglenendichte 
erzielt werden konnte. Allerdings schien es, als ob die dauernde Kultur in einem so 
nahrstoffreichen Medium zu Ermiidungserscheinungen fiihrte; um diese zu ver- 
meiden, wurden mit sehr gutem Erfolg als Impfmaterial fiir die Versuche nur solche 
Euglenen verwandt, die nicht linger als 3 Wochen vorher einer vierwéchigen 
Erddekoktpassage unterworfen waren. 


Da die Messungen mehrfach wiederholt werden muften, um die Ergebnisse 
méglichst zu sichern, erstreckten sich die Versuche iiber einen lingeren Zeitraum. 
Es war deshalb unerlaBlich, vergleichbares, stets gut reagierendes Material zur 
Verfiigung zu haben. Das war méglich durch Aufzucht im Konstantraum 
(20 + 2,5° C, etwa 1000 Lux HNT-Leuchtstoffréhren, 14:10 Stundentag) und 
Verwendung nach stets achttagiger Kultur. 

Alle diese Mafinahmen trugen dazu bei, die bekannte Unzuverlassigkeit der 
Euglenen so einzuschranken, das zu jeder Jahreszeit gut reagierendes Material zur 
Verfiigung stand und dafi die Versuche auch nach langeren Zeitriumen (etwa 
14 Monaten) gut reproduzierbar waren. 


2. Versuchsanordnung 


Die phototaktische Empfindlichkeit der Euglenen auBert sich in der 
Dichte der Ansammlung in einer Lichtfalle, sowie in der Geschwindigkeit, 
in der diese Ansammlung erreicht wird. Diese Lichtfalle wird mit einem 
WeiBlicht konstanter Energie erzeugt; die Dichte der so entstandenen 
Ansammlung gilt als ein Maf fiir den Adaptationszustand der Euglenen. 


Fiir diese Versuche wurde eine kleine Cuvette konstruiert, die aus einem auf 
einen Objekttrager montierten Glasring bestand und schwarz angestrichen war bis 
auf ein kreisrundes Fenster (24 mm?) im Boden. Bei den Messungen betrug die 
Fliissigkeitsh6he nur 4mm bei einer Oberflache von 3 cm?; das entspricht einer 
Fiillung von 1,2 ml. Auch wurde die Cuvette nicht abgedeckt, so daB in der Fliissig- 
keit méglichst keine Anreicherung von CO, bzw. O, erfolgte, die entweder direkt 
oder tiber den py-Wert die Stimmung der Euglenen hatte beeinflussen kénnen. 


Lichtadaptation und Musterbildung bei Euglena gracilis 381 


Um Erschiitterungen zu vermeiden, die Schockwirkung haben kénnen, erfolgte 
die Adaptation mit einer Ausnahme, der 24—28stiindigen Vorverdunklung, bereits 
in der Cuvette. 

Die Temperatur in der Cuvette, die wahrend 25 min Belichtung um etwa 10° C 
ansteigen wiirde, konnte durch mehrere Luftpolster und Wasserfilter im Strahlen- 
gang (vgl. Abb.1), sowie durch einen Ventilator neben der Cuvette fast konstant 
gehalten werden. Wie Messungen mit Thermo- 
nadeln ergaben, erwarmte sich die Kulturfliissig- 
keit nur um etwa 1° C, den gleichen Betrag, um 
den sich in derselben Zeit die Lufttemperatur 
erhohte. 


Adaptation 


Die Adaptation der Euglenen erfolgte an 
Dunkelheit bzw. Licht verschiedener Spektral- 
bereiche oder an WeifBlicht. 

Im Falle der Vorverdunklung wurden die == =ZZ2 
EKuglenen mit der oben erwahnten Ausnahme in ict) 

die Cuvette gefiillt und fiir bestimmte Zeiten Se ie yl 9 
unter einem Dunkelsturz im Versuchsraum auf- Kae () 

Z Zs 
bowabtt./ | Sa me 
Fiir die Vorbelichtung stand eine Atrilux- 
Reflektorlampe (Philips, 250 W) zur Verfiigung. Emptindichkeitsmessung 
Das Farblicht wurde durch die aus Abb, 2 ersicht- ne ea POA , 

5 . . . oi. ersuchsanoranung. 
lichen Kombinationen von Schott-Filtern (2mm) | ,, trflinr Roflek torlaanpo-2 Cuvetie mit 
erzeugt. str6mendem Wasser; 3 Schott-Filter; 

Die verwendeten Farblichte waren in den 4 Wassercuvette (Adaptation) oder 
einzelnen Versuchen jeweils energiegleich. Die Photozelle (Empfindlichkeitsmessung) ; 
i ; ‘ aaa 1ivdesehisdene Bak 5 Euglenencuvette; 6 Spiegel; 7 Was- 
Energiegleichheit wur edauren vi sercuvette; 8 Mattscheibe; 9 Queck- 
fernung der Lampe von der Cuvette bzw. durch silberhéchstdrucklampe CS 150 
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Abb. 2. Spektrale Durchlissigkeitsverteilung der verwendeten Schott-Filter-Kombinationen 


Einschalten von Mattglaisern erreicht und gepriift mittels einer Thermosaule (E 20, 
Fa. Kipp). Die Eichung der Thermosaule erfolgte durch Vergleich mit der von 
Dr. H. Monr verwendeten!; tiber deren Hichung siehe bei Monr u. ScHosEr (1959). 

Zur Messung der phototaktischen Empfindlichkeit wurde der Versuchs- 
ansatz stets mit dem Licht einer Philips- Quecksilberhéchstdrucklampe bestrahlt. 
Der Absorption der Infrarot-Strahlen diente eine 5 cm-Wassercuvette. Kin Spiegel 
richtete den Strahl um 90° auf, so daB das Licht durch das Fenster im Boden der 
Cuvette in die Euglenenfliissigkeit traf und so die Lichtfalle erzeugte. Uber der 
Cuvette lag auf kleinen Stiitzen ein Selen-Photoelement (Dr. B. Lange), das mit 
einem Multiflex-Galvanometer in Verbindung stand. Die Photozelle registrierte die 


1Herrn Doz. Dr. H. Mour danke ich fiir seine Hilfe beim Vergleich beider 
Thermosaulen. 
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Zu- bzw. Abnahme der Lichtdurchlassigkeit in der Lichtfalle, so daB die Ansamm- 
lung der Euglenen direkt als Ausschlag am Galvanometer abgelesen werden 
konnte. 


Zu Beginn jeder Versuchsserie wurde die Entfernung Cuvette—Lampe so re- 
guliert, daB die Intensitat der Quecksilberhéchstdrucklampe 3,8 - 10? erg/cm* sec 
betrug. 


Der Einflu8 laufend auftretender kleinerer Intensitatsschwankungen auf das 
MeB8ergebnis konnte dadurch eliminiert werden, daB seitlich von der Cuvette eine 
zweite Photozelle angebracht war, die direkt alle Schwankungen des Lichtes angab. 
Mit Hilfe der auf der wassergefiillten Cuvette liegenden ersten und der seitlich 
angebrachten zweiten Photozelle wurde an jedem Versuchstag eine Eichkurve auf- 
gestellt, aus der dann durch Ablesen der Kontrollphotozelle bei jeder Messung der 
Leerwert ermittelt werden konnte. Aus Leerwert und an der Euglenenphotozelle 
abgelesenem Wert wurde dann die Absorption berechnet. So konnte verhindert 
werden, daf Anderungen in der Stromstarke, die von der Photozelle iiber der Cuvette 
als Veranderung der Euglenendichte registriert werden, das Ergebnis verfalschen. 


Ergebnisse 
1. Vorversuche 


Vorausgeschickt sei, daB die Reaktion bei allen Versuchen positiv war, 
daB sich die Euglenen also stets — mehr oder minder stark — in dem 
beleuchteten Kreis ansammelten. 


Phototaktische Ansammlung kann auf verschiedene Weise entstehen, 
entweder auf Grund einer positiv phobischen Reaktion: die Euglenen 
geraten zufallig in das Lichtfeld und vermégen es nicht mehr zu verlassen ; 
sie fiihren an der Grenze Hell—Dunkel Schreckbewegungen aus, die sie 
wieder ins Helle zuriickfiihren — oder als Folge einer topischen Reaktion. 
Obwohl die Versuchsanordnung eine typische Lichtfalle darstellt, bei 
der nur phobische Reaktionen zu erwarten sind (im Gegensatz zu topi- 
schen, die bei einseitiger seitlicher Beleuchtung der Cuvette auftreten), 
kann man bei den sehr empfindlichen Euglenen dennoch mit topischen 
Reaktionen rechnen; die im Lichtfeld befindlichen Euglenen wiirden 
dann als sekundare Lichtquelle wirken. Das nehmen BiNNING u. 
SCHNEIDERHOHN (1956) fiir eine ahnliche Versuchsanordnung an. Um 
die Frage fiir meine Versuchsanordnung zu entscheiden, habe ich die 
Reaktion der Euglenen an der HellDunkel-Grenze mikroskopiert und 
dabei gefunden, da ein sehr groBer Prozentsatz typische Schreckbewe- 
gungen ausfiihrte. Noch deutlicher war das Bild, wenn eine vollaus- 
geleuchtete Cuvette plotzlich mit einem roten, z.B. einem RG 1-Filter 
verdunkelt wurde: bei schiitzungsweise > 90°/, der Euglenen trat 
Schockreaktion auf, die sich in zahlreichen ,,Purzelbiumen‘: duBerte. 
Nach UnEnua (1911) entstehen diese Schleuderbewegungen durch Auf- 
richten der sonst nach hinten weisenden GeiBel. Zieht man das RG 1- 
Filter weg, so daB plétzlich wieder die Ausgangsbedingungen geschaffen 
sind, héren die Schreckbewegungen in den meisten Fallen sofort auf. 
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Die zusatzliche Beteiligung einer topischen Reaktion miiBte sich mit 
folgender modifizierter Versuchsanordnung nachweisen lassen: In die 
ubliche Cuvette (Glasring auf Objekttrager gekittet, schwarz angestrichen 
bis auf eine ausgesparte Kreisflache im Boden) wurde ein Glasring ge- 
klebt, der ein wenig gréBer war als die Lichtdurchtrittsstelle. Die 
Euglenen auferhalb des Ringes hatten jetzt als einzige Lichtquelle das 
Streulicht der Euglenen innerhalb des Ringes. Im Falle einer topischen 
Reaktion miiBte am AuBenrand des Ringes eine Ansammlung auftreten. 


S 
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Abb. 8. Hichkurve. Beziehung zwischen Euglenendichtung und Intensitaitsabnahme 


Abb. 4. Vergleich der Lichtdurchlissigkeit einer teilausgeleuchteten Versuchscuvette (b) mit der einer 

vollausgeleuchteten Cuvette (a). Die Zunahme der Durchlassigkeit in (a) kann nur auf einer Hinstellung 

parallel zum Strahlengang oder auf einer Kontraktion der Euglenen beruhen. In(b) wird die Zunahme 
der Durchliassigkeit nach etwa 2 min kompensiert durch + phototaktische Reaktion 


Innerhalb der iiblichen Versuchsdauer von nur 5 min war eine Anreiche- 
rung nicht zu erkennen. Daraus ergibt sich, daB die Reaktion im wesent- 
lichen phobisch ist; ein eventueller topischer Anteil ist so geringfiigig, 
daB er vernachlassigt werden kann. 

Eine Eichkurve sollte die Beziehung zwischen Individuenzahl und 
Lichtdurchlassigkeit klaren (Abb.3). Es zeigte sich, da die Durchlassig- 
keit erst von einer bestimmten Konzentration an der Euglenendichte 
umgekehrt proportional ist. In den folgenden Versuchen wurden die 
Werte fiir die Euglenendichte aus den Durchlassigkeitsmessungen mit 
Hilfe der Hichkurve errechnet. 

Wie ein Vergleich der Lichtdurchlassigkeit in einer normalen teil- 
ausgeleuchteten Cuvette (Versuchscuvette) mit der in einer vollausge- 
leuchteten Cuvette (also ohne geschwarzten Boden) zeigt, geben auch 
die aus der Eichkurve errechneten Werte die Euglenenzahl nicht zuver- 
lassig an. In der vollausgeleuchteten Cuvette, deren Euglenenzahl im 
Strahlengang notwendigerweise konstant ist, bleibt der Galvanometer- 
ausschlag nicht, wie zu erwarten, auf gleicher Hohe, sondern es wird von 
der Photozelle eine Zunahme der Durchlissigkeit registriert, also eine 
negative Phototaxis vorgetéuscht (Abb.4a). Als Erklarung laBt sich 
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anfiihren, da8 sich die meisten Euglenen parallel zur Lichteinfalls- 
richtung einstellen, und zwar auf Grund der nachgewiesenen negativen 
Geotaxis (siehe unten), vielleicht auch als Folge einer phototopotaktischen 
Reaktion; auBerdem aber — das ist im Mikroskop direkt zu sehen —, 
daB sich die Euglenen unter dem EinfluB des Lichtes mehr oder weniger 
stark kontrahieren, ohne dabei ihre Beweglichkeit zu verlieren. Beide 
Faktoren, die senkrechte Einstellung sowie die Kontraktion, fiihren 
dazu, daB sich der Querschnitt der Euglenen im Strahlengang verringert, 
daB auf diese Weise weniger Licht gestreut wird und somit mehr Licht 
die Photozelle trifft. Bei geeigneter Vorbehandlung, namlich Vermeidung 
einer Vorverdunklung, laBt sich diese Zunahme der Lichtdurchlassigkeit 
auch in der teilausgeleuchteten Cuvette nachweisen (Abb.4b und 5 Omin 
dunkel) ; sie wird hier durch die allméhliche Zunahme der Euglenen in der 
Lichtfalle mehr oder weniger rasch wieder aufgehoben. Dieses Experiment 
zeigt, daB der bei den Versuchen manchmal auftretende Abfall der Kurve 
nicht auf negative Phototaxis zuriickzufiihren ist. 

SchlieBlich muBte nach Pout (1948) mit einer Beeinflussung der 
Ergebnisse durch eine Tagesrhythmik der phototaktischen Empfindlich- 
keit gerechnet werden. Um diese Einfliisse méglichst auszuschalten, 
erfolgten die Messungen immer nur in dem gleichen Zeitraum von 
10—18». Zudem wurde, um einen Vergleich der Teilversuche unter- 
einander zu erméglichen, wahrend eines Versuches an jedem Tag mit 
einem anderen Teilversuch begonnen und dann in gleicher Reihenfolge 
fortgefahren, so daB die einzelnen Werte aller Teilversuche gleichmaBig 
iiber den genannten Zeitraum verteilt waren. Ein Vergleich der 
zwischen 10" und 14" mit den zwischen 14" und 18" gemessenen 
Werten ergab in Stichproben (1. Versuch, alle Werte der Teilversuche 
10 und 30 min dunkel), da die Differenz bei 17 von 18 errechneten Ver- 
gleichspaaren innerhalb der addierten einfachen mittleren Fehler lagen. 


2. Hauptversuche 


Das Wichtigste war, festzustellen, ob iiberhaupt Adaptation auftrat, 
d. h. ob die Euglenen auf unterschiedliche Vorbehandlung auch tatsiach- 
lich unterschiedlich reagierten. DaB das wirklich der Fall ist, zeigt eine 
Versuchsgruppe (Abb.5), bei der die Vorverdunklung zwischen 0 und 
60 min variiert. Ohne Vorverdunklung entspricht die Kurve etwa der in 
Abb.4b: Die Zunahme der Lichtdurchlissigkeit taéuscht eine Abnahme 
der EKuglenendichte vor. Die Steilheit des Anstiegs nimmt dann zu bis 
zu einem Maximum bei 20 min Vorverdunklung; danach wird der Kurven- 
verlauf wieder flacher. Das verschiedene Tempo der Euglenenzunahme 
und die verschieden hohe Konzentration zu Versuchsende bei den einzel- 
nen Teilversuchen werden in Abb.6 besonders deutlich. Diese Kurven- 
schar zeigt, wieviel Zeit in den einzelnen Teilversuchen in Abb.5 bendtigt 
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wird, um bestimmte relative Euglenendichten zu erreichen. Die grdoBte 
Dichte wird nach 4,5 min Belichtung bei 20 min Vorverdunklung erreicht ; 
die Konzentration der Euglenen in der Lichtfalle betragt dann 1,5-107/ml. 
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Abb.5. Abhiingigkeit der Dichte einer Euglenenansammlung in einer Lichtfalle sowie der Geschwin- 

digkeit,in der diese Ansammlung erreicht wird, von der Dauer der Vorverdunklung. Ordinate: relative 

Buglenendichte. Abszisse: Zeit in Minuten vom Beginn der Empfindlichkeitsmessung an. Temperatur 

im Versuchsraum: 21.5 + 1,5° C. Mittelwerte aus je 16 Messungen. Fir den jeweils letzten MeBpunkt 
aller Kurven ist der mittlere Fehler des Mittelwertes errechnet 


Um weiter zu priifen, ob es sich um eine Adaptation im engeren Sinne, 
also um Verdnderungen am Pigmentsystem des Photoreceptors handelt 
oder nur um Beeinflussung der Assimilation, wurde die Vorverdunklung 
ersetzt durch Vorbelichtung mit verschiedenen Spektralfarben. Eine Vor- 
belichtung mit Rot (es wurden Schott-Filter in den Kombinationen 
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RG2+ KG1und0G3 + KG 1 beniitzt) miiBte auf den Photoreceptor 
wie Dunkel wirken, wohl aber Assimilation erméglichen, wahrend Vor- 
belichtung mit Griin (VG 9 + BG 7) die Assimilation beschranken, auf 
den Photoreceptor aber als Helligkeit wirken sollte. Vorbelichtung mit 
WeiBlicht (KG1 + GG 13) und Vor- 
verdunklung dienten als Bezugswerte. Die { 
Energie der Farblichte betrug 1,2 - 10° erg/ Ki 
em’sec; die Belichtung bzw. Verdunklung hy 
wirkte 25 min ein. (Die Unterschiede 
zwischen 20 und 25 min Vorverdunklung 
sind verhaltnismaBig gering. Vorversuche 
lieBen 25 min als die wirkungsvollste Ver- 
dunklungszeit erscheinen.) Die Versuchs- 
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Abb. 6. Abhiingigkeit der Empfindlichkeit von der Dauer 
der Vorverdunklung; Maximum bei 20 min Vorverdunk- 0 7 a 3 4min 
lung. Die Werte sind den Kurven Abb. 5 entnommen. Ordi- t— 
nate: Zeit in Minuten vom Beginn der Empfindlichkeits- 
messung an. Abszisse: Dauer der Vorverdunklung in t 14 

Minuten. Parameter: relative Euglenendichte : 


dunkel 


Abb. 7. EinfluB8 einer Farblichtvorbehandlung (25 min) auf die Kt 75 
Empfindlichkeit der Euglenen. Vorbehandlung mit WeiBlicht und Ko 4 ih 
Dunkelheit als Kontrolle. Ordinate: relative Euglenendichte. 10 (K 1*6G13) 
Abszisse: Zeit in Minuten vom Beginn der Empfindlichkeitsmessung Nh) ] 2 co 4 min 
an. Bestrahlungsstiirke des Adaptationslichtes: 1,2 - 10° erg/em? t— 
sec. Temperatur im Versuchsraum: 21,0 + 2,0°C. Mittelwerte aus 

je 20 Messungen Abb. 7 


ergebnisse lieBen sich in der geplanten Weise nicht deuten, da keine der 
beiden Farben wie Hell oder wie Dunkel wirkte, vielmehr die Reaktion in 
beiden Spektralbereichen gegeniiberden Kontrollen gesteigert war (Abb.7). 

Man konnte erwarten, daB die Vorbelichtung mit Weiflicht das gleiche 
Resultat gibt, wie 0 min Vorverdunklung (Abb.5). Die Differenz im Ver- 
lauf beider Kurven mu8 wohl auf den unterschiedlichen Energiegehalt, 
vielleicht auch auf die verschiedene Qualitit beider WeiBlichte zuriick- 
gefiihrt werden: Die HNT-Leuchtstoffréhren des Kulturraumes (Abb.5) 
strahlten etwa den dreifachen Energiebetrag der Gliithlampe (Abb.7) ein 
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(3,3 - 10% erg/cm’sec gegeniiber 1,2 - 103 erg/cm*sec). Der geringere 
Energiegehalt des Gliihlampenlichtes la8t den Kurvenverlauf dem vor- 
verdunkelter Kulturen ahnlicher werden. 

Die Abweichung der Dunkelkurve in Abb.7 von der in Abb.5, 25 min 
dunkel ist vermutlich durch eine geringe Veranderung in der Methodik 
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Abb. 8. Einflu8 einer Farblichtvorbehandlung (25 min) ohne (jeweils flachere Kurven) und mit vor- 

hergehender Verdunklung (24—28 Std) (jeweilssteilere Kurven) auf die Empfindlichkeit der Kuglenen. 

Ordinate und Abszisse wie in Abb.7. Bestrahlungsstirke: 1,3 - 10% erg/cm’sec. Temperatur im Ver- 

suchsraum: 24,5 + 1,0°C. Mittelwerte aus je 9 (ohne Vorverdunklung) bzw. 7 Messungen (mit 
Vorverdunklung) 


zu erklaren: Die notwendigen Handgriffe zwischen dem Ende der Vor- 
belichtung und dem Versuchsbeginn nahmen 40 sec in Anspruch; diese 
Zeit wurde auch fiir die vorverdunkelten Proben eingehalten, die so, im 
Gegensatz zu denen in Abb.5, dem allerdings sehr schwachen Streulicht 
aus dem Gehaduse der Quecksilber-Héchstdrucklampe ausgesetzt waren. 
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Parallel zu diesem Versuch wurde der erste Versuch wiederholt, um 
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen. Der Kurvenverlauf 
war ganz entsprechend, gleiche Verdunklungsdauer ergab ahnliche Emp- 
findlichkeit, die Maxima lagen in den gleichen Bereichen. 

Das Ergebnis dieses Versuches, gesteigerte Wirkung bei Rotlicht- 
bestrahlung gegeniiber schwacherer Wirkung von Griinlicht, legte die 
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Abb. 9. Hinflu® einer Farblichtvorbehandlung (30sec) auf die Empfindlichkeit der Kuglenen nach 

vorhergehender Verdunklung von 20min(jeweils flachere Kurven) bzw. 24—28 Std (jeweils steilere 

Kurven). Ordinate und Abszisse wie in Abb. 7. Bestrahlungsstiirke: 2,6 - 10° erg/em? sec. Temperatur 
im Versuchsraum: 21,5 + 1,5° C. Mittelwerte aus je 12 Messungen 


Vermutung nahe, daB die Farblichtwirkung auf einer Anderung der 
Beweglichkeit der Kuglenen beruht, da nach WOLKEN u. SHIN (1958) das 
Aktionsspektrum der Photokinese bei Huglena gracilis neben einem 
Maximum im Rot ein Minimum im Griin aufweist. Eine Ubereinstim- 
mung meiner Ergebnisse mit dem Aktionsspektrum der Photokinese 
wiirde erst deutlich, wenn auch entsprechend dem Hauptmaximum der 
photokinetischen Wirksamkeit im blauen Spektralbereich eine Vor- 
behandlung mit Blaulicht eine maximale Wirkung zeigte. In der iib- 
lichen Weise behandelte Kulturen — aus dem Weiflicht des Kultur- 
raumes entnommen, 25 min Farbbelichtung und sofort anschlieBende 


Lichtadaptation und Musterbildung bei Euglena gracilis 389 


Messung der Phototaxis im konstanten Licht der Quecksilber-Héchst- 
drucklampe — lieBen eine derartige Beziehung nicht erkennen, die 
gepriiften Spektralbereiche erwiesen sich als gleich wirksam (Abb.8, die 
jeweils flacheren Kurven). Meine Versuchsdurchfiihrung wich allerdings 
etwas von der von WOLKEN u. SHIN ab, die vor der Farbbelichtung eine 
24stiindige Vorverdunklung einschoben. Um mit denen von WoLKEN u. 
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Abb. 10. Farblichtvorbehandlung 2 min; sonst wie Abb. 9. Mittelwerte aus je 9 (flachere Kurven) bzw. 
11 Messungen (steilere Kurven) 


Surn vergleichbare Werte zu erhalten, wurden die Euglenen vor der 
Belichtung mit verschiedenen Spektralfarben ebenfalls 24—28 Std 
verdunkelt. Danach ist die fordernde Wirkung der Farblichte bedeutend 
verstarkt (Abb.8, jeweils steilere Kurven). Auch ergeben sich jetzt 
Unterschiede in der Wirksamkeit der einzelnen Bereiche: Die Férderung 
im blauen Gebiet (BG 12 + GG 13) ist um 33°/, groBer als die durch 
Rot- und Griinlicht (OG 3 + KG1 und VG9 + KG 1). Die Dunkel- 
Kurve in Abb.8 bezieht sich auf 24 Std Vorverdunklung. Als Vergleichs- 
kurve fiir 25 min Vorverdunklung kann man die Dunkel-Kurve aus 
Abb.7 heranziehen; die Berechtigung dazu ergibt sich aus der guten 
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Ubereinstimmung der beiden OG 3-Kurven (25 min OG 3 ohne vorher- 
gehende Verdunklung) in Abb.7 und 8. Auch hier zeigt sich wieder, wie 
gut reproduzierbar die Ergebnisse mit diesem Material sind. 

Das Ergebnis dieses Versuches lift weder eine klare Beziehung er- 
kennen zum Aktionsspektrum der Photokinese noch eindeutig auf eine 
Verinderung am Pigmentsystem des Photoreceptors schlieBen. Wohl 
lieBe sich aber das Ergebnis deuten als ein Zusammenwirken von Photo- 
kinese und Adaptation. Der blaue Bereich wirkt auBerordentlich for- 
dernd auf die Photokinese von Luglena gracilis, im Rotlicht dagegen tritt 
nur ein schwacheres Maximum auf. Das durch griines Licht bedingte 
Minimum wird offenbar kompensiert durch die maximale Empfindlich- 
keit der positiv phototaktischen Reaktion, die bei 495 mu liegt (BUN- 
NING u. SCHNEIDERHOHN 1956). So kénnte es zu einer gleichen Wirk- 
samkeit des roten und griinen Spektralbereiches und zu einer groéBeren 
des blauen Gebietes kommen. 

SchlieBlich sollte noch versucht werden, den gleichen Energiebetrag 
in sehr kurzer Zeit einzustrahlen, um so eine eventuelle Wellenlangen- 
spezifitat deutlich herauszufinden und eine Bedeutung der Assimilation 
als energielieferndem ProzeB méglichst auszuschalten. Zuvor wurden die 
Proben verdunkelt — 20 min bei den in Abb.9a, 10a und 24 Std bei den 
in Abb.9b, 10b dargestellten Versuchen —, um sie so empfindlich wie 
moglich zu machen. Die anschlieBende Farbbelichtung dauert 30 sec 
(Abb.9) bzw. 2 min (Abb. 10). Leider war mit der gegebenen Lampen- und 
Filterkombination nur die doppelte Intensitét gegeniiber den vor- 
hergehenden Versuchen zu erzielen. Deutlich gesteigert ist die Empfindlich- 
keit bei 24stiindiger Vorverdunklung gegeniiber 20 min Vorverdunklung 
in beiden Versuchsgruppen. Eine spezifische Wirkung einzelner Spek- 
tralbereiche 1laBt sich dagegen nicht feststellen: Die Farbwerte 
liegen teils iiber teils unter den Bezugswerten (Dunkelkurve); die 
Abweichungen liegen zu 75°/, innerhalb des einfachen mittleren Fehlers. 


Diskussion 

Die verschieden lange Dauer der Vorverdunklung beeinfluBt die 
Empfindlichkeit der Euglenen in unterschiedlicher Weise (Abb.5, 6). 
Das gleiche Verhalten, Zunahme der Empfindlichkeit bis zu einem 
Maximum und danach wieder Abnahme, wird — in der gleichen GroBen- 
ordnung wie bei Huglena — von Masr (1932) fiir Volvox globator und von 
Mast u. Hawk (1936) und von SuerriEes (1937) auch fiir Peranema 
trichophorum, eine farblose EKuglenine, angegeben. Dieser letzte Fall ist 
besonders wichtig, da er zeigt, das es sich offenbar um eine allgemeine 
GesetzmaBigkeit handelt, die nicht nur fiir chlorophyllfithrende Organis- 
men gilt. Kin entscheidender EinfluB der Assimilation auf die photo- 
taktische Reaktionsfahigkeit war bei Huglena an sich unwahrscheinlich, 
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da dieser Organismus mixotroph ist und auch in vélliger Dunkelheit in 
der hier verwendeten Nahrlésung gedeihen kann. 

Fiir eine Erklarung der stiirker sensibilisierenden Wirkung der ein- 
zelnen Spektralbereiche gegeniiber Vorverdunklung miissen mehrere 
Faktoren herangezogen werden: 

Am besten la Bt sich die Wirkung der Rotlichtvorbehandlung verstehen. 
Die photosensible Substanz absorbiert nach Ausweis der Aktionsspektren 
der Phototaxis (BUNNING u. SCHNEIDERHOHN 1956) bis etwa 540 my, so 
daB langere Wellen vom Photoreceptor der Euglenen nicht wahrgenom- 
men werden. Demnach steigert Bestrahlung mit Rotlicht ebenso wie 
Vorverdunklung die phototaktische Empfindlichkeit der Euglenen. 
Anders als im Dunkeln ist aber bei Rotlicht noch Assimilation und damit 
die Gewinnung zusitzlicher Energie méglich. AuBerdem liegt bei 
630 mu noch ein Nebenmaximum im Aktionsspektrum der Photokinese. 
Diese beiden letztgenannten Faktoren diirften fiir die fordernde Wirkung 
von Rotlicht gegeniiber Dunkelheit verantwortlich sein. 

Die gegeniiber Dunkelheit starker sensibilisierende Wirkung einer 
Vorbehandlung mit griinem oder blauem Licht ist schwer zu erklaren. In 
beiden Spektralbereichen absorbiert der Photoreceptor — das Haupt- 
maximum der positiv phototaktischen Wirksamkeit liegt bei 495 my, das 
Nebenmaximum bei 425 mu (BUNNING u. SCHNEIDERHOHN); anders als 
Vorbelichtung mit Rotlicht miiBte Blau- und Griinlicht zur Helladap- 
tation der Euglenen und damit zur Empfindlichkeitsminderung fiihren. 
Als fordernde Faktoren kénnen nur zusatzlicher Energiegewinn durch 
Assimilation und eine Beeinflussung der Photokinese (Hauptmaximum 
der photokinetischen Wirksamkeit nach WOoOLKEN u. SHIN (1958) bei 
460 my) genannt werden. 

Noch schwieriger zu verstehen ist die starkere Wirkung aller hier ver- 
wendeten Spektralbereiche gegeniiber WeiBlicht. Man konnte annehmen, 
daB ein Bezirk des Spektrums hemmend wirkt, etwa im durch die ver- 
wendeten Filterkombinationen groBtenteils ausgeblendeten Gelb. 

Brucker (1954) lehnt nach seinen Versuchen mit der Kuglenine 
Lepocinclis texta eine Adaptation als Ursache der unterschiedlichen 
Reaktionsbereitschaft ab und macht einzig die verschiedene CO,-Konzen- 
tration in der Kulturfliissigkeit verantwortlich. Da Brucker ausdriick- 
lich betont, der CO,-EinfluB lieBe sich nur im abgeschlossenen Raum 
nachweisen, wenn kein Gasaustausch mit der Umgebung moglich ist, 
meine Cuvetten aber, bei flacher Fliissigkeitsschicht, unabgedeckt 
waren, ist nicht anzunehmen, daB die CO,-Konzentration von KinflubB 
auf die in meinen Versuchen erhaltenen Ergebnisse war. Auch handelt es 
sich in meinen Versuchen um viel geringere Zeitraume — meist weniger 
als 1 Std — wahrend bei Brucker allein die Dunkeladaptation 40 Std 
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Die Ergebnisse von Mast (1932), Mast u. Hawk (1936) sowie SHETT- 
LES (1937), sowie die der vorliegenden Arbeit (Abb.5 und 6), bei denen die 
Empfindlichkeit mit steigender Verdunklungsdauer bis zu einem Maxi- 
mum zunimmt und danach wieder geringer wird, lassen sich jedenfalls 
nicht als Funktion der CO,-Konzentration verstehen. 


Dichtemuster in Kulturen von Euglena gracilis 


In konzentrierten Kulturen fiel ein eigentiimliches Verhalten der 
Euglenen auf. Sie waren in der Nahrlésung nicht gleichmaBig verteilt, 


Abb. 11. Muster einer 13 Tage alten Kultur Abb.12. Muster einer 14 Tage alten Kultur. Muster 
dieses Typs treten nur voriibergehend auf, ehe 
sich das engiiltige Muster ausprigt 


sondern es wechselten Stellen gréBerer mit solchen geringerer Dichte in 
regelmaBigen Mustern ab (Abb. 11—14). Dieses Phiinomen ist, ohne daB 
seine Ursache geklart wurde, schon von mehreren Autoren beschrieben 
worden. Der alteste Nachweis findet sich bei NAGE tr (1860), der diese 
Muster bei 7'etraspora lubrica und bei T'achygonium fand. FAMINTZIN (1867) 
stellt sie bei einer Mischkultur von Chlamydomonas pulvisculus und 
Huglena viridis fest und RoBBINS (1952) berichtet als erster iiber die Muster- 
bildung bei Huglena gracilis. Aus eigener Anschauung sind mir Muster 
noch bei Chlamydomonas eugametos und bei Haematococcus pluvialis 
bekannt. Die Musterbildung bei den bisher genannten Flagellaten und 
Algenschwarmern beruht wahrscheinlich auf dem gleichen Prinzip. 

Die Musterung stellt ein dynamisches Gleichgewicht dar, das, wie schon 
NAGELI berichtete, durch Schwenken des GefaBes leicht zerstort werden 
kann, das sich aber innerhalb 1 min wieder neu einstellt. Die Euglenen 
sind in lebhafter Bewegung und keineswegs fest miteinander verbunden, 
auch haften sie weder am Boden des GefaBes noch an der Oberflaiche; es 
ist im Gegenteil die alleroberste Schicht (etwa 1 mm) frei von Mustern 
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(siehe auch bei Ropgrys). Dementsprechend fiihrt auch ein Aufstreuen von 
Lycopodium-Sporen auf die Oberfliche zu keiner Korrespondenz mit den 
weiter unten befindlichen Musterstromungen. Die Muster entstehen 
sowohl im Dunkeln als auch in Licht verschiedener Intensitat, auch bei 
AbschluB der Fliissigkeit mit Glas. Wenn das Licht seitlich einfallt, wird 
lediglich die Form des Musters beeinfluBt durch phototaktische Be- 
wegungen : Es entstehen Streifen senkrecht zur Lichteinfallsrichtung. Bei 
mikroskopischer Betrachtung der Muster in Aufsicht sieht man, daB die 
Euglenen von beiden Seiten auf einen Musterbalken zustrémen (Abb. 15). 
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Abb. 13 u. 14. Muster 48 Tage alter Kulturen 


Beobachtet man die Euglenen in einer schmalen Cuvette mit einem 
Horizontalmikroskop, so kann man sehen, da die Euglenen in den 
Streifen dichter Ansammlung nach 
unten geraten und in den Feldern 
geringerer Konzentration wieder 
nach oben schwimmen, wo sie sich 
fontaénenartig nach allen Seiten 
verteilen, um wieder in die Muster- 
balken zu gelangen (Abb. 16). 


Das Bemerkenswerte ist, dab 
die Mehrzahl der Euglenen immer 
auch wenn sie nach unten transpor- aye oo 
tiert wird, nach oben schwimmt. Das Abb.AS . 
14Bt sich einmal direkt im Mikroskop oe ie ae se 
sehen, zum anderen erschlieBen aus 
den Geschwindigkeitsdifferenzen, die zwischen Euglenen und den zur 
Markierung der Strémung der Kulturfliissigkeit zugesetzten Carmin- 
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kérnchen bestehen (Abb. 17): Bei der Abwartsbewegung iibertreffen die 
Carminkérnchen die Euglenen, die ja nach oben schwimmen und nur 
passiv mitgerissen werden, an Geschwindigkeit. Anders bei der Auf- 
wiirtsbewegung, hier wird die Eigenbewegung der Euglenen von der 


Abb.16. Schematische Darstellung der Euglenenverteilung und Stré6mungsrichtung in einem Muster 
bei seitlicher Betrachtung 
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Abb.17. Schematische Darstellung der verschiedenen Geschwindigkeiten der Euglenen und der zur Mar- 
kierung der Strémung dienenden Carminkérnchen bei Auf-und Abwiirtsbewegung. Die Linge der Pfeile 
deutet die Geschwindigkeit an, Ausgezogene Pfeile: Euglenen; gestrichelte Pfeile: Carminkérnchen 
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Strémung unterstiitzt, so da die EKuglenen rascher nach oben steigen 
als die nur von der Stromung getragenen Carminkornchen. Da die Eugle- 
nen der Abwartsbewegung Widerstand entgegensetzen, sie also wesentlich 
langsamer vorankommen als in den Musterfeldern, wird sich jeweils der 
eroBte Teil der Euglenen in den Musterbalken befinden, die dadurch 
dunkelgriin gefarbt und deutlich sichtbar sind. 

Deutlich werden die Stré6mungsverhaltnisse auch durch folgende Be- 
obachtungen: Gibt man mit einer Capillare etwas Farblésung — am 
besten eignet sich Methylenblau — zu einer Euglenenkultur, so wird der 
Farbstofffleck streng von den Balken des Musters begrenzt und sehr 
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schnell befindet sich fast aller Farbstoff in den Balken. Nach einiger Zeit 
verteilt sich der Farbstoff dann homogen. Die scharfe Begrenzung des 
nur in der obersten Fliissigkeitsschicht ausgebreiteten Fleckes durch 
Musterbalken und deren Anfirbung bei gleichzeitiger geringerer Farbung 
des Musterfeldes erklart sich leicht aus dem in Abb.15 und 16 dar- 
gestellten Stromungsverlauf. 

Von zahlreichen Autoren sind Modellversuche und theoretische Be- 
trachtungen angestellt worden iiber die Strémungsverhaltnisse in un- 
stabilen Fliissigkeitsschichten und Gasréumen, die denen hier fiir 
Euglenenkulturen beschriebenen gleichen. Eine Zusammenstellung der 
Literatur bis 1942 findet sich bei p’Arcy W. THompson (1952, Bd. IT, 
502 ff.). Pat~ires u. WALKER (1932) beschreiben Versuche, bei denen sie 
mit Aluminiumpulver versetztes Ol von oben lokal abkiihlen und auf 
diese Weise eine Stromung erzeugen, die zu den gleichen Mustern fiihrt, 
wie sie bei Huglena auftreten. Auch bei diesem Modellversuch — wie bei 
allen Versuchen dieser Art in fliissigen Medien — findet die Aufwarts- 
bewegung im Musterfeld, die Abwartsstromung in den Musterbalken 
statt. 

Versuche von CHANDRA (1938) sowie PHiLuips u. WALKER, bei denen 
eine abgeschlossene Luftschicht von unten erhitzt und die Stromung mit 
Rauch oder Titantetrachlorid sichtbar gemacht wurde, fiihren bei 
bestimmten Versuchsbedingungen zu den gleichen Mustern. Nur ist in 
gasformigen Medien die Strémung genau gegenlaufig. 

Die Muster in allen diesen Modellversuchen treten nur voriibergehend 
auf; nach einiger Zeit ist der Indicator homogen verteilt. Anders bei den 
Euglenen. Diese werden nicht passiv verteilt — tote und bewegungslose 
Euglenen werden von der Strémung nicht erfat — sondern ihre Ver- 
teilung resultiert aus dem Strémungsverlauf und ihrer Kigenbewegung. 
Da bei der Mehrzahl der Euglenen die Bewegung in der gleichen Richtung 
erfolgt, ist die Eigenbewegung zugleich der Antrieb der Strémung. 

Um zu priifen, ob das stete Aufwartsschwimmen der Euglenen auf 
negativ-geotaktischer Reaktion beruht, wurden alle méglichen Fehler- 
quellen nachgepriift und ausgeschieden, da nach Haupr (1960) besonders 
die Geotaxis leicht durch andere Faktoren vorgetaéuscht und iiberdeckt 
werden kann. Ein Aufsteigen durch geringeres spezifisches Gewicht als 
Wasser liegt nicht vor — abgetétete Euglenen sinken sofort zu Boden. 
Thermische Konvektionsstromungen wurden als Ursache bereits aus- 
geschieden. Rheotaxis kann ebenfalls ausgeschlossen werden, wie mikro- 
skopische Betrachtung der mit Carminkérnchen versetzten Kultur- 
lésung zeigt. Zur sicheren Ausscheidung einer Chemotaxis (Q,, CO,) 
wurden Euglenen in beiderseits offene Capillaren (Durchmesser etwa 
1 mm) gefiillt, die senkrecht aufgehangt wurden. Die Ergebnisse waren 
in Licht und Dunkelheit die gleichen: Die Euglenen sammelten sich nur 
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am oberen Ende der Capillare an; die iibrige Fliissigkeit war praktisch 
euglenenfrei. Dabei legten die Flagellaten den ca. 5 cm langen Weg in 
weniger als 30 min zuriick. — Mit diesen Versuchen ist die negative 
Geotaxis der Euglenen sicher nachgewiesen. 

Der Typ des Musters und die Anzahl der Knotenpunkte je Flachen- 
einheit sind von verschiedenen Faktoren abhangig. 

Eine 25 Tage alte Euglenenkultur bildet verschiedene Muster aus, je 
nachdem, ob sie 12 Std unter LuftabschluB oder unter Luftzutritt in 
einer Cuvette im Dunkeln aufbewahrt wird; die Muster unter Luft- 
abschluB sind etwa viermal so eng wie die unter Luftzutritt. (Bei einem 
Parallelversuch im Licht treten in der abgeschlossenen Cuvette Gas- 
blasen auf.) 

Beobachtet man eine Euglenenkultur iiber Tage und Wochen, so sieht 
man, daB das Muster immer engmaschiger wird. Kin Austausch zwischen 
den Nahrlésungen einer 3 und einer 7 Wochen alten Kultur zeigt, daB 
fiir das engere Muster in erster Linie die Individuenzahl verantwortlich 
ist und weniger der Zustand der Nahrlosung. Ebenso fiihrt Abpipettieren 
der halben Fliissigkeitsmenge nach Zentrifugieren einer 10 Tage alten 
Kultur zu einem Muster, das einer doppelt so alten Kultur entspricht. 
Verdiinnen einer 25 Tage alten Kultur mit frischer Nahrlésung auf das 
doppelte Volumen ergibt dagegen Muster, die etwa denen der 10 Tage 
alten Kultur gleichen. 

Die Muster andern sich nun nicht nur mit dem Kulturalter, sie k6nnen 
sich auch im Tageslauf andern. Diese Veraénderung konnte allerdings nur 
in flachen, lose abgedeckten Glasschalen beobachtet werden. Die Schalen 
waren im Konstantraum (Licht von 8—22 Uhr) aufgestellt. Hier traten 
am Morgen nur einzelne Punkte auf, von denen sich im Lauf des Vor- 
mittags je zwei oder drei zu kurzen Balken verbanden. Gegen Mittag 
waren alle Punkte zu parallelen Balken verbunden, die senkrecht zur 
Lichteinfallsrichtung orientiert waren. Nach und nach traten an den 
Balken Verzweigungen auf, die parallele Orientierung wurde immer 
undeutlicher und ging schlieBlich in regelmaBige Muster iiber. — Unter 
anderen Versuchsbedingungen, wenn alle 60min das Muster durch 
Schwenken der Kultur zerst6rt und die Neubildung des Musters nach 
5 min Verdunklung beobachtet wurde, traten Muster in den meisten 
Fallen nur morgens und abends auf. Eine Ausdehnung dieser Versuche 
iiber 40 Std in einem Konstantraum mit Dauerlicht fiihrte zu gleichem 
Ergebnis. Allerdings waren diese Versuche nicht umfangreich genug, um 
die Beteiligung einer endogenen Komponente zu sichern. 

Mit Pyribenzamin farblos gemachte Stémme von Euglena gracilis 
bilden, wie schon Rogpsrns beobachtete, genau so Muster aus wie die 
griine Form. Mischungen beider formieren sich zu einem gemeinsamen 
Muster. Auch eine Mischung verschiedener Gattungen fiihrt zu gemein- 
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samer Musterbildung, wie Famryrzrn (1867) am Beispiel der Chlamydo- 
monas pulvisculus und Euglena viridis zeigte. 

Ropsins, dessen Kulturen von Euglena gracilis in einer Nahrlosung 
von py 2,5—2.8 wuchsen, erhielt kaum noch Muster, wenn er den 
pu-Wert bis 6,0 verschob. Die Ursache dafiir scheint nur der starke 
Sprung des py-Wertes zu sein und nicht dessen absolute Hohe, denn die 
in meinen Versuchen beniitzte Nahrlésung hatte zum Zeitpunkt der 
Beimpfung einen pq-Wert von 5,7, der sich im Lauf von 8 Wochen nach 
pu 7—8 verschob. War die Individuenzahl gro8 genug — etwa 5 Tage 
nach dem Beimpfen — dann traten Muster auf, die erhalten blieben, so 
lange geniigend bewegliche Euglenen in der Lésung waren. 


Zusammenfassung 


Es werden Kulturbedingungen beschrieben, die zu jeder Jahreszeit gut 
phototaktisch reagierendes Material sichern. 

Die Abhangigkeit der phototaktischen Empfindlichkeit von Vor- 
belichtung und Vorverdunklung wird untersucht. Als Ma8 der Empfind- 
lichkeit dient die unter konstanten Beleuchtungsbedingungen innerhalb 
von 5 min erreichte Ansammlung in einer Lichtfalle. Die Ansammlung 
kommt durch positiv-phobophototaktische Reaktion der Euglenen 
zustande. 

Die Empfindlichkeit nimmt mit steigender Vorverdunklungszeit bis 
zu einem Maximum (20 min Vorverdunklung) zu und wird danach wieder 
geringer; eine Vorverdunklung von 24 Std laBt die Sensibilitat wieder 
ansteigen. 

Vorbehandlung mit WeiBlicht mindert, Vorbehandlung mit den ver- 
wendeten Farblichten (Schott-Filter-Kombinationen) fordert die Emp- 
findlichkeit gegeniiber Vorverdunklung. Noch starker sensibilisierend 
wirkt Vorverdunklung mit nachfolgender Farbbelichtung. Die starkere 
Empfindlichkeit nach Farbbelichtung gegeniiber Verdunklung ver- 
hinderte einen sicheren Nachweis echter Adaptation. Die groéfere Wir- 
kung der einzelnen Spektralbereiche gegeniiber Dunkelheit kann nur fiir 
rotes Licht befriedigend erklart werden. Die gegeniiber WeiBlicht 
starkere Sensibilisierung der Farblichte la8t sich nur unter der Annahme 
eines hemmenden Bezirkes im sichtbaren Teil des Spektrums verstehen. 


Die zu regelmaBigen Mustern fiihrende unterschiedliche Dichtever- 
teilung in Flissigkeitskulturen ist auf negativ-geotaktische Reaktion der 
Euglenen zuriickzufiihren. Der Strémungsverlauf in musterbildenden 
Kulturen in vertikaler und horizontaler Richtung wird schematisch 
wiedergegeben. 


Herrn Prof. Dr. E. Bunnrine danke ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und 
fiir sein stetes Interesse am Fortgang der Untersuchungen. 
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Inaktivierung des Salmonella-Bakteriophagen P22 
durch Chloroform 


II. Funktionsanalyse des chloroforminduzierten Schadens* 


Von 
HERMANN H. PRELL 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 22. August 1960) 


Im ersten Teil der Untersuchung iiber die Ursachen der Inaktivierung 
des Phagen P22 in Gegenwart von Chloroform war die Kinetik des Vor- 
ganges analysiert worden (PRELL 1960b). Dabei hatte sich ergeben, daB 
ein aus der Reaktion von Chloroform mit Wasser gebildetes, bisher noch 
unbekanntes toxisches Produkt an eine Struktur des Phagen adsorbiert 
wird. Mit der Adsorption ist eine Verminderung der Oberflachenspannung 
des Adsorbens verbunden, als deren Folge die nun ,,labilisierte‘‘ Struktur 
in einer Reaktion 1. Ordnung inaktiviert werden kann. Die kinetischen 
Daten der Inaktivierungsreaktion (Inaktivierungsenthalpie, Aktivie- 
rungsentropie und Temperaturkoeffizient) lieBen den Schlu8 auf eine 
einfache chemische Reaktion zu, die an einem Protein oder an der DNS 
des Phagen ablauft. Die in der Literatur vorliegenden kinetischen Daten 
iiber die Inaktivierung von Viren sowie der im allgemeinen unterschied- 
liche Ablauf von Inaktivierungsreaktionen an Proteinen und Nuclein- 
sduren (POLLARD 1953) lassen es als méglich erscheinen, daB es sich allein 
um eine Nucleinsaéureschadigung handelt. Die Schadigung eines Proteins 
kann natiirlich auf Grund rein kinetischer Daten nicht ausgeschlossen 
werden. In der vorliegenden Mitteilung soll daher durch die Analyse des 
gestorten Reaktionsschrittes bei der Phagenreproduktion versucht 
werden, einen direkten Hinweis auf die chemische Natur der geschadigten 
Struktur(en) zu gewinnen. Es wurde daher der Ablauf der Adsorption, 
Penetration und DNS-Replikation bzw. Rekombination an unter Chloro- 
formeinfluB geschaédigten Phagen untersucht. Aus leicht einzusehenden 
Griinden wurde die Priifung dieser Reaktionsschritte nicht in der auf- 
gezahlten, der zeitlichen Reaktionsfolge entsprechenden Reihe unter- 
nommen, sondern in der Reihe Adsorption, DNS-Replikation, Pene- 


tration. 


* Teil einer Habilitationsschrift an der Naturwissenschaftlichen Fakultat der 
Johann Wolfgang Goethe-Universitaét Frankfurt a.M. 
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Material und Methoden 


1. Bakterien. Alle Versuche wurden mit einer tryptophanbediirftigen Mutante 
Try 8- von Salmonella thyphimurium LT 2 unternommen. Praparierung der 
stationaren Kulturen wie bereits beschrieben (PRELL 1960b). Praparierung 
logarithmisch wachsender Zellen: Nach Verdiinnung einer 16stiindigen Uber- 
nachtkultur bei starker Beliiftung in vorgewarmter Bouillon auf 1,6 - 10° Zellen/ml 
wurden die Zellen bei Beliiftung auf 4 - 10’ Zellen/ml vermehrt, sodann geerntet, in 
P-Puffer gewaschen und im gleichen Puffer unter Einstellung auf die gewiinschte 
Zelldichte resuspendiert. Die Zelldichteeinstellung erfolgte entweder mit Hilfe einer 
Zahlkammer oder durch Nephelometrie im Eppendorf-Photometer nach einer vorher 
angelegten Hichkurve. 

2. Phagen. Der Phage P22, Wildtyp H1, wurde angereichert auf Salmonella 
typhimurium LT 2. Praparierung und Bestimmung des lytischen Phagentiters 
(,,Weichagartiter“) wie bereits beschrieben (PRELL 1960b). 

3. Chloroform- und Wédrmebehandlung sowie Zusammensetzung der 
Medien wie beschrieben (PRELL 1960b); lediglich im Lysogenisierungsversuch 
wurde dem aufgeschmolzenen Bouillonagar je Liter 4,8 g Galaktose und 2,0 ¢ 
K,HPO, steril zugesetzt. 

4. Lysogenisierungsversuch. 0,2 ml 3 min bei 37°C vorgewarmter Bakterien 
mit etwa 4-108 Zellen/ml wurden mit 0,2 ml jeweils in der gewiinschten Weise in 
P-Puffer verdiinnter Phagensuspension versetzt, zur Adsorption 10 min bei 37°C 
belassen, in welcher Zeit etwa 95°/, der Phagen sich an Bakterien adsorbierten, an- 
schliefend in Anti-P22-Serum verdiinnt (4 min in Bouillon bei 37°C; Inaktivierung 
auf 10-%), weiter verdiinnt und in 2 ml Weichagar mit Tgal- als Indicator auf 
Bouillonagarplatten mit Galaktosezusatz ausgegossen. Dort bildete ein lytisch 
infiziertes Bakterium nach etwa 6 Std einen triiben Plaque, wahrend die iiberleben- 
den galaktosevergirenden Zellen nach 36 Std in dem dichten Hintergrund der im 
Wachstum benachteiligten Tgal--Zellen als gut erkennbare Papillen (GAREN u. 
ZINDER 1955) erschienen. Die lysogenen Kolonien unter ihnen waren von den 
alysogenen an Hand ihres deutlich sichtbaren Lysishofes zu unterscheiden. 

5. Prdparierung chloroformgetéteter Bakterien. Eine Ubernachtkultur 
von Z'ry 8 mit starker Beliiftung in Bouillon wurde mit Chloroform versetzt und 
30 min bei 37°C belassen. Nach zweimaligem Waschen in P-Puffer wurde die Sus- 
pension in 100facher Konzentrierung in P-Puffer aufgenommen und unter einem 
kleinen Zusatz von Toluol im Kiihlschrank verwahrt. Die Konzentration dieser 
Suspension (chloroformgetétete Bakterien je/ml) errechnete sich aus der vor der 
Tétung der Suspension auf Bouillonagarplatten bestimmten Keimzahl. 


Ergebnisse 
Priifung des Adsorptionsvermégens 


Kine Verminderung des Plaquebildungsvermégens kénnte die Folge 
einer Verlangsamung oder volligen Verhinderung der Adsorption des 
Phagen an das Bakterium darstellen. Es wurde daher das Adsorptions- 
verm6gen der unter Chloroformeinwirkung bei 37° C inaktivierten Phagen 
untersucht. WaTson (1950) beschrieb ein solches Verfahren, bei welchem 
die Absattigung der in begrenzter Anzahl vorhandenen Phagenreceptoren 
der Bakterienzellwand hitzegetéteter Zellen vergleichend mit un- 
geschadigten und réntgeninaktivierten T2-Phagen bestimmt wurde. 
Dazu wurden die inaktiven Phagen mit den getéteten Bakterien zu- 
sammengebracht und nach etwa 1 Std die noch freien Receptoren durch 
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Adsorption ungeschadigter T6-Phagen, wiederum mit einer einstiindigen 
Adsorptionszeit, austitriert (T2- und T6-Phagen besitzen wahrscheinlich 
den gleichen Receptor). Das Verfahren hat den Nachteil, daf es keine sehr 
feinen Adsorptionsschadigungen zu messen gestattet, da die Ergebnisse 
infolge der verschieden langen Adsorptionszeiten fiir beide Phagen- 
typen durch Austauschadsorption verfalscht werden kénnen. AuBerdem 
miissen beide verwendeten Phagentypen bzw. die jeweiligen Phagen- 
praparationen vollig identische Adsorptionseigenschaften aufweisen, was 


in orientierenden Versuchen 
mit Phagenpraéparationen 
von P22 H1 und H5d nicht 
erreicht werden konnte. 
Um diese Unzulanglichkeiten 
zu vermeiden, wurde ein 
neues Priifverfahren aus- 
gearbeitet, das bei Verwen- 
dung gleicher Adsorptions- 
zeiten und der gleichen 
Phagenpraparation die er- 
wahnten  Schwierigkeiten 
vermeidet. — Als spezifisches 
Adsorbens fiir die Phagen 
dienten nicht hitze-, sondern 
chloroformgetétete Bak- 
terien, da diese bessere Ad- 
sorptionseigenschaften auf- 
wiesen. 
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Abb. 1. Adsorption von P22 (6.7 +10*%/ml) an chloro- 
formgetétete Zellen von Salmonella typhimurium Try 8— 
(1-108/ml) mit fortschreitender Zeit bei 37°C; 
Suspensionsmedium P-Puffer; Adsorptionsisotherme 


Zunichst wurde experimentell festgestellt, daB sich bei sehr geringer 
mittlerer Anzahl (0,07) Plaquebildner je getétetes Bakterium (P/B) das 
Adsorptionsgleichgewicht nach 60 min mit 99,99 °/,iger Adsorption ein- 
gestellt hat (Abb.1). Experimentell wird bei einer solchen Adsorptions- 
bestimmung so verfahren, daB nach der Adsorption der Phagen an die 
getoteten Bakterien die Suspension — nach entsprechender Verdiin- 
nung — mit lebenden Indicatorbakterien ausgeplattet wird. Alle nicht 
an getdtete Zellen adsorbierten Phagen kénnen dann die Indicator- 
bakterien infizieren und einen Plaque bilden. Unter Verwendung einer 
einstiindigen Adsorptionszeit, bei der selbst bei sehr groBem P/B (> 10) 
sicher 99 °/,ige Adsorption der unter diesen Verhaltnissen adsorbierbaren 
Phagen stattgefunden haben diirfte, wurde weiterhin die Adsorptions- 
isotherme der Phagen an die getéteten Bakterien bzw. die Zahl nicht 
adsorbierter, freier Plaquebildner bestimmt (Abb.2). Die Adsorptions- 
isotherme zeigt einen Verlauf, wie er nach Lanemurr fiir eine normale 
Adsorption zu erwarten ist. Tragt man indessen nicht wie in Abb. 2 


Nicht adsorbierte Plaguebildner 


oe 
art? 
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die absolute Zahl der freien, nicht adsorbierten Plaquebildner, sondern 
ihren jeweiligen Prozentsatz unter der Gesamtzahl zugegebener 
Plaquebildner gegen P/B auf, so erhalt man die Kurve der Abb.3. Aus 
ihr geht hervor, da8 unterhalb 60 P/B nach 60 min Adsorption bei 37°C 
gleichmaBig etwa 1°/, der Phagen 
nicht adsorbiert werden. Ober- 
halb 60 P/B steigt jedoch der 
Prozentsatz nicht adsorbierter 
Phagen linear mit der mittleren 
Zahl Plaquebildner je Bakterium 
an. Bei mehr als 60 Plaquebild- 
nern je Bakterium beginnt also 
der ,,Platzbedarf** der Phagen 

0 m0 auf der Bakterienoberflache die 
Plaguebildner ye m+10 8 tole Bakterien weitere Adsorption zunehmend 


Abb. 2. Zunahme der nicht adsorbierten Plaque- einzuschraénken (Langmuir-Iso- 
bildner (freie Phagen) mit zunehmendem therme!). 


Verhiltnis von Phagen zu Bakterien (P/B) ; i 
Der Konzentrationsbereich der 


502 90 100_,__ 160 2007/8 260 | Platzbeschrankung“ ist nun der 


nicht adsorbierte Plaguebildner 


Bereich, in dem die Adsorptions- 
bestimmung geschadigter Phagen 
mit hinreichender Genauigkeit 
moéglich ist; denn von einer be- 
stimmten Phagenzahl je Bak- 
terium an nimmt der Prozentsatz 
nicht adsorbierter Phagen ja stark 
zu. Nach Abb.3 wird man bei 
einem mittleren P/B von 50 etwa 
1°/, nicht adsorbierte Plaquebild- 
otf 0” y em” ner erwarten, bei einem P/B von 
Plaquebiiaher je m+ 10" fole Bakterien etwa 100 rund 10°/,. Mithin wird 
sigs ements mice advomvere rimate. dio absolute, auszahlbare Zahl 


Plaquebildner je Bakterium (P/B). Bakterien: nicht adsorbierter Plaquebildner 
Chloroformgetitete Try 8--Zellen. Suspensions- Te 
meditin: PePatfar bei einem P/B von 100 etwa um 


den Faktor 20 gr6éBer sein als bei 

einem P/B gleich 50. Jeder Anzahl adsorptionsfiihiger Phagen je 
Bakterium ist demnach ein bestimmter Prozentsatz nicht adsorbierter 
baw. freier Phagen zugeordnet. Wenn also eine Population gleichmaBig 
adsorptionsfahiger Phagen nur einen bestimmten Anteil an Plaque- 
bildnern enthalt, so werden nach Zugabe von Bakterien die nicht adsor- 
bierten freien Phagen den gleichen Anteil an Plaquebildnern enthalten. 
Bei der Bestimmung des Adsorptionsvermégens chloroforminakti- 
vierter Phagen im Vergleich mit unbehandelten hat man nach den 
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dargestellten Uberlegungen drei Versuchsreihen anzusetzen: (A) Bestim- 
mung des Prozentsatzes nicht adsorbierter Plaquebildner in einer un- 
geschadigten Phagensuspension bei einem P/B von etwa 100. (B)Die gleiche 
Bestimmung wie bei (A), jedoch bei einem P/B von etwa 50. (C) Bestim- 
mung des Prozentsatzes nicht adsorbierter Plaquebildner in einer 
Mischung ungeschadigter und geschaidigter Phagen, deren gesamtes 
Plaquebildungsvermégen dem Wert von (B) (= 50) entspricht, die 
Zahl aller vorhandenen Phagen, einschlieBlich der inaktivierten, 
jedoch dem Wert von (A) (= 100). 

Ist der in (C) bestimmte Prozentsatz nicht adsorbierter Plaquebild- 
ner gleich dem in (A), dann war bei den inaktivierten Phagen nur das 
Plaquebildungsvermégen, nicht jedoch ihre Adsorptionsfahigkeit zer- 
stdért. Haben die Phagen indessen auch das Adsorptionsvermégen ver- 
loren, so mu8 der in (C) bestimmte Prozentsatz nicht adsorbierter 
Plaquebildner dem von (B) entsprechen. 


Tabelle. Priifung auf das Adsorptionsvermégen chloroformgeschadigter Phagen 
Erklarung siehe Text 


1 2 3 4 ; 
Nicht adsorbierte Plaquebildner nach 60min Ad- 
Plaquetiter sorption an 10% tote Bakterien je ml bei 37°C 
a os in ADS*/ml ; Prozentsatz nicht adsorbierter 
Plaquetiter Plaquebildner 
Erwarteter Prozent- 
SSD eR __ J satz bei Schadigung 
A normal |116 |1,16-10 1,15 - 10° | 9,9> = Ube Pidguensldange. 
vermogens 
| Erwarteter Prozent- 
satz bei Schadigung 
B normal 56 _| 6,58 - 10? 4,74 - 70° |0,85 > = des Adsorptions: 
vermogens 
normal 58 | 5,08 - 10° [ Experimentell 
C + hee 5,55 - 109] 5,93 - 108 |10,8 + =’ erhaltener Prozent- 
geschadigt 5,3 | 0,47 - 10° | Satz 
(58)? 
normal — |5,08 - 10° Bebriitung ohne Bakterien 
D fe 5,55 - 10° 5,41 - 10° 
geschadigt | — |0,47- 10° 


1 ADS = Adsorptionsréhrchen. 
2 Dieser Wert entspricht dem P/B, der vor der Inaktivierungsbehandlung 
bestimmt wurde, d.h. er stellt die Summe aus aktiven und inaktiven Phagen dar. 


Die Ergebnisse eines so angelegten Versuches mit Phagen, die bis auf 
etwa 10°/, itiberlebende Plaquebildner inaktiviert waren, ist in der Tabelle 
dargestellt. Unter A, B und C sind die oben erwahnten Versuchsreihen 
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eingetragen. Unter D ist das Ergebnis eines Kontrollversuches ohne 
chloroformgetétete Bakterien aufgezeichnet, aus dem hervorgeht, daB 
innerhalb der Adsorptionszeit weder eine Reaktivierung noch eine 
weitere Inaktivierung der chloroformgeschadigten Phagen nachweisbar ist. 

Aus den Prozentsatzen nicht adsorbierter Plaquebildner (letzte Spalte, 
Tab.4) in den drei Versuchsreihen ist abzulesen, daB Versuch A und C 
die gleichen Prozentsatze (9,9 und 10,8°/,) aufweisen. Daraus ergibt sich 
eindeutig, daB die chloroforminaktivierten Phagen keine meSbare 
Adsorptionsschadigung zeigen. Es sei besonders hervorgehoben, daB 
damit auch eine Adsorptionsverlangsamung als Schadensursache aus- 
scheidet ; denn als Folge einer Adsorptionsverlangsamung der chloroform- 
behandelten Phagen ware eine bevorzugte Adsorption ungeschadigter 
Phagen zu erwarten, die sich dann in einem ,,zu niedrigen“’ Prozentsatz 
(<9,9, >0,85) nicht adsorbierter Plaquebildner auBern wiirde. Dies 
ist offensichtlich nicht der Fall: Erwarteter Prozentsatz ohne Ad- 
sorptionsverlangsamung 9,9, erhaltener 10,8 (Tabelle, Spalte 4). Der 
Schaden betrifft mithin ausschlieBlich das Plaquebildungsvermégen, d.h. 
also einen der Reaktionsschritte nach erfolgter Adsorption. 


Prifung der DNS-Funktionsfiahigkeit 

a) Mehrfachreaktivierung 

Schaden in der DNS von Phagen, wie sie durch Strahlen (ionisierende 
Strahlen: WEIGLE u. BERTANI 1956, Harm 1958; UV: Luria 1947, 
Luria u. DutBecco 1949) oder Chemikalien (Formaldehyd: Mursaars 
1957a,b, 1958; Ninhydrin: Mutsaars 1959; salpetrige Siure: VIELMET- 
TER u. WIEDER 1959, Mutsaars 1960, Harm, 1960; Glyoxal: Mursaars 
1960) erzeugt werden, kénnen durch genetische Rekombination mit 
homologem, ungeschadigten Genommaterial reaktiviert werden. Das 
Vorhandensein solcher genetischer Schaden kann man z. B. im sogenann- 
ten Mehrfachreaktivierungsversuch (MR-Versuch) nachweisen. Rein 
formal liegt MR vor, wenn das Uberleben geschadigter Phagen bei Hin- 
fachinfektion einer Zelle (mit einem — geschadigten — Phagen infizierte 
Zelle; Monokomplex) geringer ist als bei Mehrfachinfektion (mehrere — 
geschadigte — Phagen je infizierte Zelle; Multikomplex), da im Multi- 
komplex die mit groBer Wahrscheinlichkeit an unterschiedlichen Stellen 
des Genoms geschiidigten Phagen durch genetische Rekombination ein 
vollig intaktes Phagengenom ,,zusammenkombinieren‘‘ kénnen. 

Das Auftreten der MR bzw. ihre unmittelbare Nachweisbarkeit kann 
indessen von einigen speziellen Voraussetzungen abhangen, die z.B. bei 
den Coli-Phagen T2, T4 und T6 gegeben sind, nicht aber bei T7 und T1 
(Bowen 1953; Tessman u. Ozaxt 1957). Fiir den P22 ist jedoch nach- 
gewiesen, daB nach UV-Inaktivierung eine recht erhebliche MR des In- 
fektionsvermégens (Lysen -+ Lysogenisierungen) auftritt (PRELL 1960a). 
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Die fiir einen MR-Versuch verschieden stark in Gegenwart von Chloro- 
form inaktivierten P 22 wurden aus Inaktivierungsansatzen verschiedener 
Tage gewonnen, die jeweils am Versuchstage gleichzeitig verwendet 
wurden. Die Multiplizitét aller drei in Abb.4 dargestellten Versuche 
betrug 1,7. In der graphischen Darstellung ist eingetragen das theore- 
tische, aus dem Uberleben der Monokomplexe errechnete Uberleben der 
Multikomplexe Wiy, ohne eine MR und das experimentell beobachtete 
Uberleben W exp. [Die Grundlagen 
der Berechnung sind an anderer 
Stelle im einzelnen dargestellt 
(PRELL 1960a)]. Das tatsachlich 
beobachtete Uberleben (Wexpt) 
ist in jedem Falle héher; es findet 
also eine MR statt oder zumindest 
eine formal als MR. interpretier- 
bare Reaktivierung. Im Vergleich 
mit der Mehrfachreaktivierbar- 
keit UV-geschadigter Phagen 
(PRELL1960a) erscheint sie jedoch 
sehr gering. 

Die nicht mehr 
und lysogenisierungsfahigen, aber 
doch adsorbierten Phagen ver- 


lysierungs- y 
y 8 0 2 4 6 8 @ 1 16 Tage 2 


CHCL, de 27°C 


Abb. 4. Mehrfachreaktivierung verschiedene 


moégen keinerlei erkennbare Re- 
aktion mehr an den Bakterien 
auszuldésen. So wird die mit einem 
solehen Phagen ,,infizierte‘‘ Zelle 
z.B. nicht getétet; denn in den 
- Lysogenisierungsversuchen _ glei- 
cher Tage wurde bei chloroform- 
behandelten Phagen unabhangig 


Zeiten lang mit Chloroform behandelter P 22 
bei Multiplizitét m = 1,7 in stationiren Zellen 
von Salmonella typhimurium Try 8-. Auf der 
Ordinate sind als W-Werte die tiberlebenden 
Multikomplexe eingetragen.— Fir das in Strich- 
Punkt-Linie eingetragene Uberleben der Mono- 
komplexe gilt entsprechend als Ordinate das 
Uberleben der Monokomplexe. Verschiedene 
Symbole bezeichnen Werte verschiedener Ver- 
suche. Hohle Symbole bezeichnen die erwar- 
teten W-Werte (Wtnr) bei Fehlen einer Mehr- 
fachreaktivierung, die ausgefiillten Symbole 


von der jeweils verwendeten Multi- die experimentellen (Wexpt) 


plizitat stets die gleiche Summe 

aus Lysen, Lysogenisierungen und alysogenen Zellen (= Gesamtzahl an 
iiberlebenden und phagenreproduktionsfahigen Bakterien) bestimmt. 
Unter den iiberlebenden alysogenen Kolonien (ohne Lysishof) konnten 
auBerdem keine immunen identifiziert werden. Das beweist, daB die 
Chloroformbehandlung des P22 auch nicht das Auftreten defektiver 
Lysogenitaét erzeugt oder befordert (APPLEYARD 1956). 

Aus der im Vergleich zu UV-Schadigungen nur geringen Mehrfach- 
reaktivierbarkeit kann man immerhin den SchluB ziehen, da mit 
Sicherheit ein Teil der geschadigten Phagen noch zu injizieren vermochte. 
Nicht mit Sicherheit ist jedoch zu entscheiden, ob das injizierte, zu einer 
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MR. befahigte Material Phagen-DNS mit genetischen, d.h. aus- 
rekombinierbaren Schaden darstellt; denn a priori kénnte ja der be- 
obachtete Reaktivierungsproze8 im Multikomplex durch physiologische 
,,.Kooperation‘‘ irgendwelcher von den Phagen injizierter, metabolisch 
erforderlicher und durch die Behandlung teilweise inaktivierter 
Funktionseinheiten (LEviInE, Bartow u. vAN VuNAKIS 1958; KriHo u. 
WaTANABE 1960) veranlaBt werden. Nach Strahlenschadigung (LURIA 
1947; Lurta u. Dutsecco 1949; Harm 1958) und nach Schadigung 
durch HNO, (Harm 1960) kann eine solche Méglichkeit durch 
Kreuzungsreaktivierungsversuche ausgeschlossen werden. Fiir die nach 
Chloroformeinwirkung beobachtete Schadigung war es daher wiinschens- 
wert, ebenfalls den genetischen Charakter des Schadens nachzuweisen. 
Mit Hilfe der Kreuzungsreaktivierung ist dies bei lysogenisierenden Pha- 
gen ohne sehr umfangreichen experimentellen Aufwand nicht moéglich, da 
ja auch stets der Prophagengenotyp der lysogenen Kolonien festgestellt 
werden mu8. Wir wahlten daher einen leichter gangbaren Weg, der auf 
der Tatsache beruht, daB P22 im Monokomplex durch das Genom des 
Bakterienwirtes eine ,, Wirtsreaktivierung (WR) erfahren kann (GAREN u. 
ZINDER 1955; PRELL 1960¢c). 


b) Verdnderung des Lysogenisierungsvermogens 

Der Phage P22 enthalt zwei verschiedene DNS-Regionen, die sich 
durch zweierlei unterscheiden: 1. sie sind fiir verschiedene biochemische 
Reaktionsketten bei der Phagenentwicklung verantwortlich und 2. kann 
die eine Region nach UV-Schadigung durch homologes Wirtsmaterial 
rekombinativ reaktiviert werden (Region B), die andere (Region A) je- 
doch nicht. UV-Schaden in Region A fiihren also zur vélligen Inaktivie- 
rung des Phagen, Schaden in Region B nicht. Schiden in Region B haben 
jedoch eine andere meBbare Folge: Sie setzen das Lysogenisierungs- 
vermogen des infizierenden Phagen auf ein konstantes ,,Restlysogenisie- 
rungsvermégen* & (PRELL 1960c) herab, und die ,,verhinderten“ lyso- 
genen Infektionen werden zu lytischen umgewandelt. Die Umwandlung 
baw. Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen lysogenen und lytischen 
Infektionen zugunsten letzterer ist die Folge des fiir die Einleitung der 
lysogenen Reaktionskette im allgemeinen ,,zu spat‘‘ ablaufenden re- 
kombinativen Wirtsreaktivierung der Schiden in Region B. Dadurch 
hiingt die Abnahme der Lysogenisierungen des P22 bei geringen 
UV-Dosen von seinem gesamten strahlenempfindlichen Material ab, 
und man erhalt die steil verlaufende Inaktivierungsfunktion e-*:? der 
Regionen A + B (dabei ist ¢ = Inaktivierungswahrscheinlichkeit, D = 
Dosis). Bei hohen Dosen scheinen indessen die lysogenen Infektionen 
infolge einiger ,,noch rechtzeitig ablaufender Wirtsreaktivierungen 
weniger strahlenempfindlich (= ,,Restlysogenisierungen“) und sinken 
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parallel den gesamten Infektionsinaktivierungen (Lysen + Lysogenisie- 
rungen) nach der flacher verlaufenden Funktion e-"**-? ab (r = Dosis- 
reduktionsfaktor; ausfiihrliche Darstellung dieser Zusammenhange bei 
PRELL 1960c). — Der Inaktivierungsverlauf der Lysogenisierungen 
infolge genetischer Schéiden in der DNS des P22 ist also gekennzeichnet 
durch zwei Hintrefferfunktionen, die sich gemaB8 der relativen GréBen der 
Regionen A und B um den Dosisreduktionsfaktor r = 0,25 voneinander 
unterscheiden. Wenn mithin durch 
geringe Dosen inaktivierender Be- 
handlung das Lysogenisierungs- 
vermogen des P22 stirker inakti- 
viert wird als die gesamten 
Infektionen und dariiber hinaus 
zwischen den _ beiden Inakti- 
vierungsfunktionen lysogener In- 
fektionen ein Dosisreduktions- 
faktor von 0,25 besteht, so muB 
dies als Hinweis auf die rekombi- 
native Wirtsreaktivierung geneti- 
scher Schaden betrachtet werden. 

In Abb.5 ist das Ergebnis eines 
Versuches dargestellt, bei dem ver- 
schieden stark in Anwesenheit von of 
Chloroform inaktivierte Phagen in i j i i 


Lntektronen 


\ 
\ Lysogenisierungen 


76 lage 20 


CHCL de” 37°C 
einer Multiplizitat von etwa 4/19, 
an stationare Bakterien adsorbiert 
und dann die lytischen und ly- 
sogenen Infektionen ausgezahlt 
wurden. Aus dem Kurvenverlauf 
ist deutlich eine bevorzugte Inak- 


Abb. 5. Verainderung des Anteiles der Infek- 
tionen (<>), Lysen (vy) und Lysogenisierungen (9) 
in Monokomplexen (Multiplizitiit 10-*) nach 
verschieden langer Chloroformbehandlung freier 
P 22 bei 37°C. Bakterienwirt: Stationiire Zellen 
von Salmonella typhimurium Try 8-. Die 
gestrichelten Kurven bezeichnen die im Text 
erwihnten Funktionen e~?: 2 und e-"+?-2 


tivierung lysogener Infektionen 

bei geringen Dosen zu erkennen. Lést man den Inaktivierungsverlauf 
der Lysogenisierungen in die beiden eintrefferartigen Funktionen 
fiir das Lysogenisierungs- und Infektionsvermégen auf, so erhalt man 
fiir die erste (e’?) eine viermal héhere Empfindlichkeit als fiir die 
zweite (e-"’*). Kin r von 0,25 entspricht qualitativ und quantitativ dem 
Ergebnis, das auf Grund der oben erwahnten UV-Versuche (PRELL 1960c) 
bei Beteiligung genetischer Schiden am Inaktivierungsgeschehen er- 
wartet werden mu. Es sei jedoch auf einen Unterschied gegeniiber 
den UV-Versuchen hingewiesen: Das _ ,,Restlysogenisierungsverm6- 
gen‘ k der geschadigten Phagen ist gréBer als nach UV-Bestrahlung 
(18°/, gegentiber etwa 3°/,), was offenbar mit der Natur des chloroform- 
induzierten genetischen Schadens oder der Art anderer, gleichzeitig 
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auftretender Schiden zusammenhingt. Diese Schaiden kénnten z. B. im 
Zusammenhang mit solchen stehen, die keiner MR zuginglich sind. Der 
mehrfachreaktivierbare Schadensanteil diirfte jedoch nach den Er- 
gebnissen in Monokomplexen mit Sicherheit genetischer Natur sein, d.h. 
in der DNS liegen und rekombinativ reaktivierbar sein. 

Das Ergebnis der Mehrfachreaktivierungsversuche sowie die Bestim- 
mung des Lysogenisierungsvermégens chloroformgeschadigter P22 lat 
sich wie folgt zusammenfassen: 

Nach Chloroformbehandlung kénnen in den inaktivierten Phagen 
Schaden nachgewiesen werden, die sowohl im Multikomplex als auch im 
Monokomplex durch Rekombinationsvorgainge reaktivierbar sind. Die 
MR, die ein MaB fiir eine Reaktivierung geschaidigter Phagen unter- 
einander innerhalb des Multikomplexes darstellt, ist im Vergleich mit 
UV-Schaden nur gering. Formal mu8 daraus geschlossen werden, daB nur 
ein Teil der Chloroformschiden mehrfachreaktivierbar ist. 

Die bevorzugte Inaktivierung des Lysogenisierungsvermégens im 
Monokomplex weist mit Sicherheit auf genetische Schaden hin, die sich 
jedoch auf Grund der Natur der Chloroformschadigung bzw. zusatzlicher, 
moglicherweise andersartiger Lisionen nicht identisch den UV-Schaden 
auspragen ké6nnen. 

Im folgenden sollte nun untersucht werden, ob noch andersartige 
Schaden vorliegen und welcher Natur sie sind. A priori sind bei den vielen 
Reaktionsschritten, die nach Adsorption des Phagen schlieBlich zu einer 
Infektion fiihren, mehrere Stellen denkbar, an denen durch eine che- 
mische Inaktivierungsreaktion eine nicht reaktivierbare Schaidigung 
entsteht. — Nach extracellularer Inaktivierung des Coli-Phagen T4 mit 
Roéntgenstrahlen ist nun ebenfalls nur eine sehr geringe MR nachweisbar 
(WrIG@LE u. BeRTANT 1956 sowie Harm 1958). Diese konnte auf ein den 
UV-Schadigungen vergleichbares Mai erhdht werden, wenn die Phagen 
nach der Penetration ihrer DNS in die Zelle,d.h. also intracellular be- 
strahlt wurden. Die verschiedene Mehrfachreaktivierbarkeit nach extra- 
und intracellulirer Réntgenbestrahlung lieB sich formal befriedigend 
erklaren unter der Annahme, daB die DNS-Penetration nach einem 
Rontgenstrahlenschaden stark behindert ist. Das Auftreten einer Pene- 
trationsverhinderung nach Réntgeninaktivierung legt die Vermutung 
nahe, dafi nach Chloroformbehandlung der Phagen ein ahnlicher Schaden 
eintritt und fiir die im Vergleich zur UV-Wirkung so geringe Mehrfach- 
reaktivierbarkeit verantwortlich ist. 


Priifung auf Penetrationsvermégen 


Die Bestimmung des Penetrationsvermégens wurde nach einem 
bereits von Lanni (1954) verwendeten Verfahren vorgenommen: Zu 
verschiedenen Zeiten nach Adsorption (Multiplizitaten 0,05—0,2) der 
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geschadigten Phagen an die Bakterien wurden die Komplexe in Eiswasser 
gekihlt und durch heftiges Riihren (8 ml Bakterien-Phagen-Suspension 
fir 1,5 min im Homogenisator Ultra-Turrax) die adsorbierten Phagen 
von den Zellen abgeschert. Nach dieser Behandlung liefern nur 
noch diejenigen Zellen Plaques, bei denen bereits vor dem Riihren die 
Phagen-DNS§ vollstandig injiziert war. Man bestimmt auf diesem Wege 
also die Geschwindigkeit der vollstandigen Injektion eines Phagengenoms, 


Penetration der intektionstahigen Phagen 


0 a 10 75 min 
Adsorptionszelt 


Abb.6. Bestimmung der Injektionsgeschwindigkeit des P 22 ohne Schidigung (0 e), nach Wairme- 

inaktivierung auf 35,5°/, tiberlebende Plaquebildner (#) und nach Chloroformbehandlung bei 37°C 

auf 26,0°/, tiberlebende Plaquebildner (y vy). Hohle Symbole geben die Werte bei Phagenadsorption 

in P-Puffer, ausgefiillte Symbole bei Adsorption in Bouillon an. Bakterienwirt: Stationire Zellen 
von Salmonella typhimurium Try 8— 


das entweder keine Schadigungen oder wenigstens nur reaktivierbare 
enthalt. Auf diese Weise wurden geschadigte und ungeschidigte 
Phagen behandelt und ihr ,,iiberlebendes Plaquebildungsvermégen 
verglichen, wobei das der unbehandelten bei jedem einzelnen Riihr- 
zeitpunkt gleich 100°/, gesetzt wurde. — (Bei dieser Art der Versuchs- 
anstellung sind nur jeweils die gequirlten Proben mit ihren ungequirlten 
Parallelen, nicht jedoch die verschiedenen gequirlten Proben unter- 
einander vergleichbar. Bei den gequirlten Proben fiihren namlich erstens 
die jeder einzelnen Adsorptionszeit zugeordneten verschieden langen 
Verweilzeiten der Komplexe in 37°C und zweitens die zu verschiedenen 
Zeiten innerhalb des Infektionsablaufes liegenden Kalteschocks zu Ver- 
anderungen des Verhaltnisses von Lysen zu Lysogenisierungen sowie der 
Zahl eventuell auftretender abortiver Infektionen. Als Folge davon kann 
dann unter Umstainden die Zahl der gebildeten Plaques trotz fort- 
schreitender DNS-Penetration abnehmen). 

In Abb.6 ist ein in der oben dargestellten Weise ausgewerteter Versuch 
mit unbehandelten, warmebehandelten und chloroformbehandelten 
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Phagen fiir verschiedene Adsorptionszeiten dargestellt. Die Ergebnisse 
lassen sich wie folgt zusammenfassen : 

1. Die Penetrationsgeschwindigkeit der auf 35,5°/, tiberlebende 
Plaquebildner warmeinaktivierten Phagen ist praktisch gleich der- 
jenigen unbehandelter Phagen. 

2. Die Penetrationsgeschwindigkeit der auf 26,0°/, iiberlebende Plaque- 
bildner in Gegenwart von Chloroform inaktivierten Phagen ist 
sehr stark vermindert. 

3. Die Adsorption der Phagen in P-Puffer statt in Bouillon verandert 
diese Ergebnisse quantitativ nur unwesentlich. 

4. Im Gegensatz zur Chloroformeinwirkung laBt die Warmewirkung — 
selbst bei Inaktivierung auf einen der Chloroformwirkung vergleichbaren 
Wert — keine nennenswerte Veranderung der Penetrationsgeschwindig- 
keit erkennen. 

Daraus mu8 geschlossen werden, dai bei Chloroformeinwirkung noch 
andere Vorgange ablaufen als bei reiner Warmeeinwirkung. Die gleiche 
Folgerung ergab sich bereits aus den unterschiedlichen Temperatur- 
koeffizienten der beiden Inaktivierungsreaktionen (PRELL 1960b). 

In Analogie zu den Befunden von Harm (1958) nach Rontgeninaktivie- 
rung ist es wahrscheinlich, da8 zumindest ein Teil der nach Chloroform- 
einwirkung beobachteten eingeschrankten Mehrfachreaktivier- 
barkeit eine Folge der verminderten Penetrationsgeschwindigkeit dar- 
stellt; denn nur ein Teil der geschadigten Phagen erfiillte die fiir eine 
solche Reaktivierbarkeit erforderliche Bedingung: eine innerhalb 
einer bestimmten Zeitspanne erfolgende vollstandige Injektion der 
Genome mehrerer Phagen. 

Bei dieser Sachlage erscheint jedoch die Frage berechtigt, ob die bei 
37°C in Gegenwart von Chloroform beobachtete zusatzliche Inakti- 
vierung des P22 bei der Bestimmung des Weichagartiters (Methoden 
PRELL 1960b) nicht ausschlieBlich auf einer Penetrationsverlang- 
samung beruht, die genetischen Schaden jedoch allein durch die Warme- 
wirkung erzeugt werden. Kine Penetrationsverlangsamung kann aber 
nur dann als Titerverlust in Erscheinung treten, wenn die Wachstums- 
dauer der Indicatorbakterien in der Weichagarplatte nicht mehr fiir die 
Ausbildung eines makroskopisch sichtbaren Plaques ausreicht. Man sollte 
also bei experimenteller Einschrankung der Wachstumsdauer der Indi- 
catorbakterien die Manifestierung des unter Chloroformeinwirkung ent- 
standenen Schadens verstirken kénnen. Zur Priifung dieser Frage 
wurden auf 31°/, Uberlebende unter Chloroformeinwirkung inaktivierte 
sowie unbehandelte Phagen auf Platten mit 40, 20, 10, 5 und 
3 ml Bouillonagar zur Bestimmung des Weichagartiters ausgeplattet. 
Wie das in Abb.7 dargestellte Versuchsergebnis zeigt, beobachtet man 
nur bei chloroformbehandelten Phagen auf den Platten mit 10, 5 
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Flaqueitter in Frozent des Wertes mit 40 mi. Boullonagar 
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und 3ml Bouillonagar eine zunehmende Verminderung der Plaque- 
bildung bzw. eine ,,verstirkte Inaktivierung‘‘ im Vergleich zur behan- 
delten Kontrolle. Bei Platten mit mehr als 10 ml Bouillonagar beobachtet 
man indessen keine Unterschiede in der Plaquezahl, woraus auf ein 
so reichliches Nahrstoffangebot zu schlieBen ist, da® die Penetrations- 
geschwindigkeit im Vergleich zur Wachstumsdauer des Bakterienrasens 


dberlebende Plaques 


O REN EO 20 30 40 0 é 4 6 & lage 70 
ml Bouillonagargrundschicht CHCL; 6e/ 37°C 
Abb. 7 Abb. 8 


Abb. 7. Verminderung des Plaquetiters chloroformgeschidigter P22 (31°/, Uberlebende; y) im 

Vergleich zu ungeschadigten (0 ) bei Verminderung des Nihrstoffangebotes bei der Titerbestimmung. 

Das Nihrstoffangebot wurde durch die Gr6éBe der gebotenen Bouillonagarschicht variiert. Der aus- 

gezahlte Titer wurde fiir geschidigte und ungeschadigte Phagen ausgedriickt in Prozenten des Wertes 
bei 40 ml Bouillonagar 


Abb.8. Verminderung des Pla quetiters von P 22 nach verschieden langer Chloroformbehandlung bei 
37°C. o Werte bei Titerung gegen stationire 77ry 8--Zellen, o bei Titerung gegen logarithmisch 
wachsende Zellen von T'ry 8— 


groB erscheint, d.h. offenbar nicht mehr den begrenzenden Faktor der 
Plaquebildung darstellt. Da bei der Bestimmung des Weichagartiters 
20 ml Bouillonagarplatten verwendet wurden, ist sichergestellt, da die 
bei 37°C durch Chloroform neben der reinen Warmewirkung zusatzlich 
erzeugte Inaktivierung nicht auf der in Abb.7 bestimmten Pene- 
trationsverlangsamung beruht. 

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse zu erwahnen, dai man 
bei der Bestimmung von Inaktivierungskurven nach Chloroform- 
behandlung unter Verwendung logarithmisch wachsender Indicator- 
bakterien Hintrefferkurven mit starkerer Neigung erhalt (Abb.8). Hin 
solehes Verhalten ist weder nach UV-Inaktivierung noch nach Warme- 
inaktivierung zu beobachten und kann als weiterer Hinweis auf die 
komplexe Natur der unter Anwesenheit von Chloroform erzeugten 
Schaiden gewertet werden. Da einerseits die Penetrationsgeschwindig- 
keit nur durch Chloroformbehandlung stark herabgesetzt wird und 
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andererseits nur nach Chloroformbehandlung eine verschiedene ,, Emp- 
findlichkeit der Komplexe“‘ gegeniiber dem Inaktivierungsschaden je 
nach dem physiologischen Zustand der Bakterien beobachtet wird, 
liegt die Vermutung nahe, da8 letzterer Befund in irgendeiner Weise mit 
der verlangsamten Penetration in Zusammenhang steht. Dafiir miiBte 
allerdings die zusatzliche, aber ohne weiteres einleuchtende Annahme 
gemacht werden, da8 bei Jogarithmisch wachsenden Bakterien, die sehr 
viel schneller einen dichten Bakterienrasen bilden, die Penetrations- 
geschwindigkeit der Phagen zum begrenzenden Faktor der Plaque- 
bildung wird. 
Besprechung der Ergebnisse 

Zunachst seien der Besprechung einige der bereits verdffentlichten 
Ergebnisse der reaktionskinetischen Analyse iiber die unter Chloroform- 
anwesenheit entstehenden Schiden (PRELL 1960b) vorangestellt. Die 
Schaden am freien P22 werden ausgelést durch Warme (> 25°C) und in 
Wasser geléstes Chloroform, aus dem sich durch Reaktion mit dem Sus- 
pensionsmedium der Phagen ein toxisches Produkt bildet. Das Zusam- 
menwirken beider Faktoren erméglicht durch Herabsetzung der Ober- 
flichenenergie einer Struktur des Phagen die beobachtete Inaktivierung 
in einer Reaktion I. Ordnung mit einem Q,,) von 4,3. — Unabhangig von 
der Chloroformanwesenheit wird auBerdem an den freien Phagen eine 
, reine‘ Warmeinaktivierung (27—43°C) beobachtet. Sie verléuft lang- 
samer als die unter Chloroformeinwirkung, hat ebenfalls Eintreffer- 
charakter, besitzt jedoch einen niedrigeren Temperaturkoeffizienten 
(Qi9 = 2,1). Die bei Chloroformanwesenheit direkt meBSbare Inakti- 
vierung (4) = 4,3) entsteht also durch Uberlagerung zweier Reaktionen: 
1. der ,,reinen“ Warmeinaktivierung und 2. der Inaktivierung in An- 
wesenheit von Chloroform, die formal betrachtet die Warmeinaktivierung 
 verstarkt“. Trennt man beide Funktionen voneinander, so ergibt sich 
fiir die ,,reine*‘ Chloroforminaktivierung eine Reaktion I. Ordnung mit 
einem (,) von 3,1. Mithin sind die Reaktionssysteme fiir ,,reine‘‘ Warme- 
inaktivierung und ,,reine‘ Chloroforminaktivierung des Phagen nach 
den kinetischen Untersuchungen verschiedener Natur; dies wird 
weiter unterstrichen durch den verschiedenartigen Einflu8 einer Dialyse 
der Phagen auf die Inaktivierbarkeit. — Ein direkter SchluB auf die 
chemische Natur der inaktivierten Struktur war aus den kinetischen 
Untersuchungen nicht méglich. 

Zu welchen Resultaten fiihrte nun die Funktionsanalyse? Kénnen 
insbesondere chloroforminduzierte und wirmeinduzierte Schaden beziig- 
lich ihrer Funktionsstérung getrennt werden, und ergeben sich daraus 
Anhaltspunkte fiir die chemische Natur der geschaidigten Struktur ? 

Als Summe beider Schaidigungen wurden bei unveranderten Adsorp- 
tionseigenschaften folgende Funktionsstérungen festgestellt: 1. eine 
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Penetrationsverlangsamung, 2. genetische, rekombinativ reaktivierbare 
Schaden (MR- und WR-Versuche). Die Penetrationsverlangsamung wird 
ausschlieBlich durch die Chloroformeinwirkung erzeugt, wahrend gene- 
tische Schaden auch nach reiner Warmeinaktivierung zu beobachten 
sind (orientierende Versuche; unveréffentlicht). 

Worauf beruhen die Penetrationsschidigungen? An der Penetration sind 
nach bisheriger Kenntnis drei verschiedene Systeme des Phagen be- 
teiligt. 1. Die Kontraktion der Scheide (sheath) des Phagenschwanzes, die 
einen engen Kontakt zwischen dem Bohrenzym und der Zellwand her- 
stellt (GAREN u. KoziLorr 1959); 2. das ,,Bohrenzym“ (Kocu u. WEIDEL 
1956; Kocu u. Dreyer 1958), das das Zellwandskelet (Lipopolysac- 
charid) auflost und damit ein Loch fiir die penetrierende DNS ,,bohrt*‘‘; 
3. das injizierte Material, das zum gréBten Teil aus DNS besteht. Die 
Funktionen der drei Systeme miiBten durch die ,,reine‘‘ Chloroform- 
einwirkung so beeintrachtigt werden, daB eine Penetrationsverlang- 
samung auftritt. Sowohl fiir die Kontraktion als auch fiir die damit eng 
verbundene Wirkung des Bohrenzyms sollte sich eine Schadigung aber 
als Alles- oder Nichts-Reaktion auspragen, nicht jedoch als ,,Verlang- 
samung‘‘ der DNS-Injektion. Die Verlangsamung diirfte daher eher auf 
Schéaden im injizierten Material oder im Zentralkanal des Phagen- 
schwanz-,,Markes“ (core) beruhen, durch den das Material bei der Injek- 
tion ja erst in den Bakterienleib gelangen kann. Die Veranderung der 
Durchlassigkeitseigenschaften des Zentralkanales im Mark sollte ohne 
eine Proteindenaturierung kaum méglich sein; denn die Wandung des 
Kanales mit 25 A lichter Weite (BRENNER, STRESINGER, Horne, 
CHAMPE, BARNETT, BENZER u. REES 1959) ist sicher aus vielen einzelnen 
Proteinmolekiilen zusammengesetzt, und erst eine starke Denaturierung 
kénnte den von ihnen umschiossenen Kanal verandern oder zerstéren. 
Gerade eine Denaturierung kann auf Grund der Aktivierungsenergien 
(AH*) mit Sicherheit ausgeschlossen werden (PRELL 1960b). So verbleibt 
als plausibelste Méglichkeit zur Erklarung der Penetrationsverlang- 
samung nur eine Veradnderung des injizierten Materials, d.h. eine Ver- 
anderung der DNS-Struktur oder des mit ihm vergesellschafteten 
Proteins (HmrsHEy 1957; Levine, Bartow u. vAN VunAKIS 1958) und 
Polyamids (AmEs, DuBrn u. RosENTHAL 1958). 

Bei einer direkten Schaidigung der DNS kénnte beispielsweise ein 
Bruch in einem oder beiden Holmen der DNS-Helix die Reibung beim 
Passieren des Kanals erhéhen; der Bruch beider Holmen kame dann 
einer Fragmentation gleich. Solche Fragmentationen kénnen beim Zer- 
fall eines in die DNS-Kette eingebauten P*?-Atoms vorkommen (STENT 
1953), sie treten méglicherweise auch nach - und Rontgenbestrahlung 
auf (HERSHEY, GAREN, FRAsER u. HUDIS 1954; Harm 1958) und fithren 
offenbar in allen Fallen zu Injektionsschadigungen. Auch ware durch 
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Anheften neuer Seitengruppen an das DNS-Molekiil eine Injektions- 
behinderung vorstellbar. — Nach neueren Untersuchungen scheinen mit 
Bakterien- und Phagen-DNS aber noch Proteine fest vergesellschaftet 
zu sein, deren Zerstorung die physikalischen, chemischen und _bio- 
logischen Eigenschaften der DNS veraéndern (CavALIERI, ROSENBERG 
u. Dreutscn 1959; Hersuey 1957; SprzizeN 1957; Hersuey, Kocu, 
Kozrysky, Manpet, THomas u. Tomizawa 1958; SeKicucur 1958; 
LEVINE, BaRLow u. VAN VuNAKIS 1958; BRown u. Brown 1958; 
MAHLER u. FRASER 1959; KtHo u. WATANABE 1960). Schadigungen des 
injizierten Materials durch Reaktionen an dem der DNS vergesellschaf- 
teten Protein kénnten somit an einer Penetrationsbehinderung zweifellos 
auch beteiligt sein. 

Die eben zur Erklirung der Penetrationsverlangsamung erérterten 
Schadigungen am injizierten Phagenmaterial kénnen indessen nur als 
sehr grobe Modellvorstellungen betrachtet werden. Nach jiingsten Unter- 
suchungen von Lannt (1960) laufen zwischen der Adsorption eines Pha- 
gen bzw. dem Beginn der DNS-Penetration und ihrem vollstaéndigen Ab- 
schluB, dem Unempfindlichwerden des Komplexes gegen Abscherung der 
adsorbierten Phagenhiillen, eine Reihe verschiedener Reaktionsschritte 
ab. So wies Lanni an T5 vier einzelne Schritte nach, deren Ablauf je- 
weils von verschiedenen physiologischen Verhaltnissen abhangig ist. 
Dabei ergab sich die merkwiirdige Beobachtung, daB selbst nach 
vollstaéndiger Penetration der DNS, welche selbst in zwei verschiedenen, 
nicht einmal unmittelbar aufeinanderfolgenden Schritten erfolgt, die 
Komplexe noch gegen Abscheren der Phagen empfindlich sind. Erst ein 
weiterer Reaktionsschritt fiihrt dann zur ,,Stabilisierung‘‘, d.h. der 
Unempfindlichkeit des Komplexes gegen Abscheren der Phagenhiillen. — 
Der durch Chloroform erzeugte, mittels des Abscherexperimentes iden- 
tifizierte ,, Penetrationsschaden“‘ kénnte zweifellos auch in der Schaédigung 
eines ahnlich komplexen Reaktionssystems bestehen. 

Sind die nach Chloroformeinwirkung in Wérme beobachteten genetischen 
Schdden auf die Chloroformeinwirkung zuriickzufiihren? Bei der reinen 
Warmeinaktivierung konnten in orientierenden Versuchen genetische 
Schaden, jedoch keine Penetrationsbehinderung nachgewiesen werden. 
Das fiihrt zu der Frage, ob nicht durch die ,,reine‘‘ Chloroformeinwirkung 
nur Penetrationsschiden entstehen, wihrend alle beobachteten gene- 
tischen Schaden (Wirts- und Mehrfachreaktivierbarkeit) der ,,reinen“ 
Warmewirkung zuzuschreiben sind. Die aufgeworfene Frage ist mit Hilfe 
der vorliegenden Versuchsergebnisse nicht direkt zu entscheiden, jedoch 
k6nnen sie zu ihrer indirekten Beantwortung beitragen. 

Bei der Bestimmung des Weichagartiters (Einzelinfektion!) konnte 
gezeigt werden, daB unter den dort gegebenen physiologischen Bedin- 
gungen eine Penetrationsverlangsamung als Ursache des Weichagar- 
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titerverlustes ausscheidet. Mithin mu8 fiir die ,,reine‘‘ Chloroform- 
wirkung, als deren Folge eine Eintrefferinaktivierung mit einem Q,, von 
3,1 beobachtet wird, zumindest noch ein weiterer Schaden verantwort- 
lich sein. Die Penetrationsverlangsamung macht sich offenbar als 
zusatzlich den Phagentiter herabsetzender Schaden nur bei sehr ein- 
geschranktem Nahrstoffangebot (3 und 5ml Bouillonagar bei der 
Weichagartiterbestimmung) oder im MR-Versuch durch Einschrankung 
der Mehrfachreaktivierbarkeit bemerkbar. 

Wenngleich die Natur des aus Chloroform entstehenden toxischen 
Produktes unbekannt ist, so veranlaBt es jedenfalls in Hintrefferkinetik 
eine einfache, zur Inaktivierung des Phagen fiihrende chemische Reak- 
tion. Nun ist von einer ganzen Reihe von Chemikalien bekannt, daB sie 
Bakteriophagen durch Erzeugung genetischer, d.h. mehrfach- und 
kreuzungsreaktivierbarer Schaden, inaktivieren (Formaldehyd Murt- 
SAARS 1957a,b, 1958, 1959; Ninhydrin: Mursaars 1959; salpetrige 
Saéure: VIELMETTER u. WIEDER 1959; Mutsaars 1960; Harm 1960; 
Glyoxal: Mursaars 1960). Fiir die Wirkung der salpetrigen Saéure konnte 
sogar beziiglich der Behandlungsdauer Hintrefferkinetik fiir die Phagen- 
inaktivierung nachgewiesen werden (VIELMETTER u. WIEDER 1959). 
Unter den durch Chloroform induzierten Schaden kénnte man also durch- 
aus genetische erwarten. 

In welcher Weise iiberlagern sich genetische Schiden und Penetrations- 
schiden? Zur Beantwortung dieser Frage sei zunadchst die Schadens- 
auspragung bei Mehrfachinfektion einer Zelle mit geschddigten Phagen 
besprochen. Ahnlich wie in unseren Versuchen beobachtete Harm 
(1958) nach extracellularer Réntgenbestrahlung von T4 eine stark 
eingeschrankte MR und Kreuzungsreaktivierung. Dies fiihrte er auf einen 
genetischen Primarschaden in der Phagen-DNS zuriick, der mit gewisser 
Wahrscheinlichkeit bei der Penetration der DNS zu einer Fragmentation 
und damit zu unvollstandiger bzw. ,,bruchstiickweiser‘‘ Injektion fiihrt. 
Diese unvollstandige Injektion vermindert dann die Wahrscheinlichkeit fiir 
eine MR der genetischen Schaden im Multikomplex, weil aus den einzelnen 
injizierten Bruchstiicken nur in seltenen Fallen ein ganzes Phagengenom 
rekombiniert werden kann. Die in unseren Versuchen beobachtete Pene- 
trationsverlangsamung kénnte zu einer vergleichbaren Einschrankung 
der MR fiihren. Dazu bedarf es nur der durchaus plausiblen Annahme, dab 
fiir den Ablauf einer MR die DNS der an der Reaktivierung teilnehmen- 
den Phagen innerhalb einer bestimmten Zeit injiziert sein muB. Es 
erscheint weiterhin durchaus einleuchtend, da8 dieser ,,kritische‘‘ Zeit- 
raum von den jeweiligen physiologischen Bedingungen des Komplexes 
abhangt. Ein solcher Zusammenhang kénnte z. B. erklaren, warum nach 
Inaktivierung der freien Phagen durch Rontgenbestrahlung oder P*- 
Einbau nur dann nennenswerte Mehrfachreaktivierung beobachtet wird 
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(WEIGLE u. BERTANI 1956; Symonps, personliche Mitteilung), wenn auch 
die Bakterien mit dem gleichen Agens geschiadigt wurden: Die physiolo- 
gische Aktivitat derZellen ist durchdie Schadigung so stark eingeschrankt, 
daB der ,,kritische‘‘ Zeitraum gréBer wird als selbst die verlangerte Pene- 
trationszeit fiir alle adsorbierten Phagen. — Bei ungeschadigten Bak- 
terien, jedoch penetrationsgehemmten Phagen, wie es in den Versuchen 
mit chloroforminaktivierten Phagen der Fall ist, wird bis zum Ende des 
, kritischen‘‘ Zeitraumes nur ein Teil der adsorbierten Phagen alle Pene- 
trationsschritte vollzogen haben. Damit bliebe aber die wichtigste Be- 
dingung fiir eine optimale MR genetischer Schaden unerfiillt. 

Die Uberlagerung beider Schadensarten fiihrt nun bei Hinzelinfektion 
einer Zelle ebenfalls zu unterschiedlicher Auspragung des genetischen 
Schadens. So zeigt ein Vergleich zwischen chloroform- und UV-induzierten 
Schiden am P22 unter sonst identischen physiologischen Bedingungen 
eine deutlich unterschiedliche Auspragung des Schadens: Die Rest- 
lysogenisierungswahrscheinlichkeit k& (das ist die gegen genetische 
Schédigungen unempfindliche Lysogenisierungschance der Phagen; 
(PRELL 1961) liegt nach Chloroformschadigung wesentlich hoéher. 
Dieses Verhalten lieBe sich beschreiben als eine ,,Verzégerung* der 
zur Lyse fiihrenden vegetativen Vermehrungsprozesse des Phagen. 
Als deren Folge kénnte die rekombinative Wirtsreaktivierung gene- 
tischer Schéiden in Region B des Phagen (PRELL 1961) mit gréBerer 
Wahrscheinlichkeit noch vor der endgiiltigen Determinierung der 
Lyse, d.h. also auf den gesamten Reaktionsablauf bezogen_ ,,friiher*‘ 
stattfinden, wodurch die Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit k erhéht 
wiirde. Formal gliche damit der Chloroformschaden der Auspragung eines 
UV-Schadens in einem Komplex unter der Einwirkung von Chlor- 
amphenicol, wenn es 5 min nach der Infektion geboten wird (PRELL 
1961). 

Es ist wenig wahrscheinlich, daB der Chloroformschaden im Mono- 
komplex, gleich der entsprechenden CMP-Wirkung, direkt die zur Phagen- 
reifung fiihrende Proteinsynthese des Komplexes blockiert; auch be- 
steht sicher keine direkte Wirkung des im Suspensionsmedium gelésten 
oder in den Phagen gespeicherten Chloroforms auf die Proteinsynthese, 
denn dann miiBte wie bei gleichzeitiger Infektion und Chloramphenicol- 
gabe auch die ,,friihe Proteinsynthese (Tomizawa u. SUNAKAWA 1956) 
und damit jegliche Phagenentwicklung blockiert bleiben, nicht jedoch nur 
die ,,spate‘ Proteinsynthese, die mit der endgiiltigen Determinierung der 
Lyse verkniipft ist (PRmLL 1961). Hingegen kénnte die Penetrations- 
verlangsamung nach Chloroformeinwirkung die lytische Phagenentwick- 
lung behindern und damit die Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit k er- 
héhen. Dazu ware jedoch die Annahme erforderlich, daB dielytische Phagen- 
entwicklung nur nach Ablauf aller Penetrationsschritte des Phagengenoms 
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endgiiltig determiniert werden kann, wihrend Rekombinationen zwischen 
den Regionen B von Phagen- und Bakteriengenom unter gleichzeitiger 
Reparatur der genetischen Schaden bereits vor vollendeter Penetration 
ablaufen kénnten. 

Wahrend im UV-Versuch eine mehrtreffbereichsartige Abtétung des 
Infektionsvermégens beobachtet wird (PrELL 1961), die auf einer 
Umwandlung potentiell abortiv lysogenisierender Phagen in lysierende 
beruht, scheint die Abtétung nach Chloroformeinwirkung eintrefferartig 
zu sein. Dieser Unterschied kénnte ebenfalls auf der Penetrations- 
verlangsamung und damit einer ,,friiheren‘‘ Reaktivierung der Schiden 
in Region B des Phagen beruhen. Der dadurch bedingte erhéhte Anteil an 
Restlysogenisierungen fiihrt nur zu einer geringen Verminderung der 
Lysogenisierungswahrscheinlichkeit zugunsten lytischer Infektionen, und 
damit kénnen auch nur wenige abortive Lysogenisierungen ,,geweckt*‘ 
werden (PRELL 1961). Dies 4uBert sich dann in einem verminderten Mehr- 
treffbereichscharakter der Infektionsabtétung. Diesem méglichen Effekt 
diirfte jedoch noch die Inhomogenitét der ,,Chloroformresistenz‘‘ der 
Phagenpopulation tiberlagert (PRELL 1960b) sein, die im Gegensatz zur 
konvexen Mehrtreffbereichskurve einen konkaven Verlauf verursacht. 

Zusammenfassend laBt sich also Folgendes sagen: Den in Anwesenheit 
von Chloroform erzeugten Schaden liegen einfache chemische Reaktionen 
zugrunde, die a priori zu genetischen Schadigungen fiihren kénnen. Wei- 
terhin beruht die erzeugte Injektionsbehinderung mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit auf einer Schaédigung des injizierten Materials. Es drangt 
sich daher die Vermutung auf, daB die nachgewiesenen genetischen 
Schaden zu einem Teil auch der Chloroformeinwirkung zuzuschreiben 
sind. Vorbehaltlich einer endgiiltigen Entscheidung dieser Frage kénnte 
man folgende Hypothese tiber die Natur des chloroforminduzierten 
Schadens formulieren: Durch die Reaktion des bei . Chloroform- 
anwesenheit entstehenden toxischen Produktes mit der DNS (oder einer 
ihr eng vergesellschafteten proteinartigen Substanz) entsteht entweder 
primar ein genetischer, d.h. rekombinativ reaktivierbarer Schaden, der 
sich auBerdem als penetrationsverlangsamend auswirkt, oder die Pene- 
trationsbehinderung resultiert aus einer weiteren, véllig unabhangigen 
Schadigung. Ohne Riicksicht auf seinen Ursprung wird der Penetrations- 
schaden jedoch eine rekombinative Reparatur des genetischen Schadens 
in Abhangigkeit vom jeweiligen Rekombinationsmechanismus (MR oder 
WR) beeinflussen. 

Summary 

The damage caused by treatment of temperate phage P22 with 
chloroform at 37°C has been investigated in terms of injury to the 
different known units of function during the process of infection. The 
adsorption ist not impaired at all by the chloroform treatment. Ane 
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injection of the infective material into the bacterium is slowed down 
markedly as contrasted to the damage caused by treatment of P22 at 
37°C without chloroform. 


The injected material of the phage has genetic damages which can be 
reactivated by multiple infection, and by recombination with host 
genetic material as shown by the higher sensitivity of lysogenizing 
response as compared to the ability to infect at all the bacterium (lytic 
+ lysogenic responses). The comparison between the genetic damage 
caused by treatment with chloroform at 37°C and by ultraviolet irra- 
diation reveals the same qualitative properties but there are two quanti- 
tative differences: a smaller multiplicity reactivation and a higher level 
of “‘chloroform-resistant”’ lysogenizations i.e. a higher residual pro- 
bability of lysogenization”’ [,,Restlysogenisierungswahrscheinlichkeit* & 
(PRELL 1961)] after genetic damage by chloroform treatment. 

It is tentatively concluded that the primary damage caused by chloro- 
form action in the injectable phage material is a “‘genetic”’ one (probably 
in DNA and/or accompanying protein necessary for the normal function 
of phage DNA); here ‘genetic’ damage is defined as a damage 
reactivable under special conditions by a process of genetic recombination. 
An additional damage or a secondary expression of the primary genetic 
damage may express itself similar to x-ray damage as retarding the 
penetration and therefore under conditions of multiple infection reducing 
the degree of multiplicity reactivation. 


Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. H. Prety fiir anregende Diskussionen und 
wertvolle Kritik. — Die Ausfiihrung der Untersuchungen wurde in dankenswerter 
Weise durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft und die tech- 
nische Assistenz von Frl. M.-E. von Korzesun unterstiitzt. 
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Aus dem Hygiene-Institut der Friedrich Schiller-Universitat Jena 
und dem Staatlichen Institut fiir Arzneimittelpriifung Jena 


Untersuchungen 
uber die Verwendung einer Pseudomonas spec. 
zum Nachweis von Thioaminosiuren 
in chromatographisch reiner Glutaminsiiure 


Von 
K. LINDE und H. MEYER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 19. August 1960) 


Zum Nachweis von Vitaminen und essentiellen Aminosduren bedient 
man sich mit Vorteil des Mikrobialtestes. In definierten, mitunter recht 
kompliziert zusammengesetzten synthetischen Nahrbéden, in denen die 
jeweils als Wuchsstoff wirkende Substanz weggelassen wird, werden mit 
Hilfe der verschiedensten Mikroorganismen die biologisch wirksamen 
Stoffe bestimmt. Die Testung der verschiedenen Aminosauren geschieht 
allgemein mit Hilfe von Lactobakterien. Der Wuchsstoffbedarf dieser 
beziiglich ihres Nahrbcdens anspruchsvollen Keime ist gut bekannt 
(HENDERSON u. SNELL), was den verbreiteten Einsatz der Milchsaure- 
bakterien fiir mikrobiologische Bestimmungen erklart. Der Mikro- 
bialtest erfaBt neben organischen Verbindungen auch anorganische 
Spurenstoffe. Analog hierzu ist der Nachweis von anorganischem 
Schwefel durch Mikroorganismen méglich, wenn man von der Schwierig- 
keit der Herstellung von sulfatfreien Nahrbéden absieht. Unter normalen 
Nahrboden-Bedingungen ]aBt sich natiirlich auch der Sulfatgehalt eines 
Mediums auf Grund seines wachstumsfordernden Charakters auf Hefe- 
zellen in thioaminoséurehaltigen Nahrbéden bestimmen (SCHULTZ u. 
McManus). Der mikrobiologische Test auf elementaren Schwefel, 
Thiosulfat und Aminosaureschwefel ist in gewohnlichen, sulfathaltigen 
Medien mit Keimen moéglich, die Sulfat nicht verwerten kénnen. 

Da nur wenige Mikroorganismen bekannt sind, denen die Fahigkeit 
mangelt, Sulfat oder Sulfit als Schwefelquelle zu verwenden, diirfte die 
nachstehende Mitteilung von Interesse sein. 


Bei einer Symbiosestudie zwischen Salmonellen und einer Pseudomonas spec. 
in Koser-Liésung mit 1°/, Saccharose konnte das Zusammenleben auf das Un- 
vermégen des Pseudomonas-Keimes, Sulfat (oder Sulfit) zu reduzieren, zuriick- 
gefiihrt werden, wahrend die ammonstarken (d. h. Ammonium als Stickstoffquelle 
verwertenden) Disaccharide nicht spaltenden Hnterobacteriaceae von der lang- 
samen Saccharosespaltung der Pseudomonas-Art abhangig waren. Im vorliegenden 
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symbiotischen System liefert der eine Partner die Sulfatreduktion und der zweite 
die Zuckerspaltung (Linpr). Diese Mischkultur konnte auf einer 1°/,igen Koser- 
Saccharose-Lésung, bestehend aus 1,0 g NH,H,PO,+ 1,0 g K,HPO,+ 5,0 g 
NaCl + 0,2 g MgSO,:7 H,O + 1000 ml Aqua dest. (in Anlehnung an den Hunger- 
nahrboden nach Honn u. HERRMANN) unbegrenzt weiter geziichtet werden. Dieser 
Nahrboden bietet den Reinkulturen keine Vermehrungsméglichkeiten, wenn man 
von einem minimalen Wachstum der Salmonellen, unabhangig von der Kohlen- 
hydratquelle, absieht. Die Pseudomonas spec. stellte bei fortlaufender Passage als 
Reinkultur in diesem Medium das Wachstum ein. Das Charakteristikum der 
Symbiosekultur besteht in der langsamen Eintriitbung, welche bei Temperaturen 
zwischen 22° und 30° binnen 21 Tagen einen gewissen Endwert erreicht. Wahrend 
im synthetischen Medium eine Temperatur von 37° nicht optimal ist, finden die 
gleichen Keime auf Fleischwasser-Peptonagar bei normaler Brutschrank-Tem- 
peratur die besseren Wachstumsbedingungen und sind von anderen gramnegativen 
Bakterien nicht unterscheidbar. Das langsame Wachstum im synthetischen Sub- 
strat ist offenbar durch eine schwache Zuckerspaltung der Pseudomonas-Art 
bedingt, wobei fiir Saccharose bzw. Lactose eine Mindestkonzentration von etwa 
0,25°/, bzw. 0,5°/, bendtigt werden. 

In Anlehnung an Bercry wurden folgende Daten fiir den Keim ermittelt: Es 
handelt sich um ein gramnegatives Stabchen, das mitunter als kokkoides bis leicht- 
fadiges Gebilde auftreten kann. Die Beweglichkeit wird durch 4—6 lophotriche 
GeiBeln erméglicht. Das Bakterium ist obligater Aerobier, waichst auf Blut- und 
Agar-Platte als graue mattglinzende Kolonie, wobei nach 48 Std Bebriitung ein 
stechender ammoniakalischer Geruch auffallt. Eine Zuckerspaltung ist mit der 
;,Bunten Reihe‘ auf Grund stark alkalisierenden Wachstums nicht erkennbar. Im 
synthetischen Nahrboden mit Cystin (siehe unten) werden auf Grund des Wachs- 
tums Dextrose, Mannose, Laevulose, Saccharose, Lactose, Trehalose, Maltose, 
Raffinose und Salicin verwertet. Folgende Veriinderungen in Nahrbéden treten 
ein: In Lackmusmilch: Peptonisierung; Methylenblaumilch 1: 1000: Peptoni- 
sierung, Gerinnung, Reduktion; H,S-Bildung negativ, Indol-Nachweis negativ, 
Gelatineverfliissigung positiv, Nitrat- und Nitritreduktion negativ. 

Bei dreiwéchigem Wachstum auf synthetischen Nahrlésungen tritt leichte 
Gelbverfarbung des Mediums ein. Auf Grund dieser Daten wurde der Keim als eine 
Pseudomonas spec. angesprochen. Die Testung dieses Keimes beziiglich etwaigen 
Wuchsstoffbedarfes ergab gegeniiber den Vitaminen: B,, B,, Bs, B,,, Nicotinsaure- 
amid, Pantothensiure, Folsiure, Paraaminobenzoesiure, Biotin und Vitamin C 
keine Abhangigkeit. Auch eine stimulierende Wirkung bei verwertbarer Schwefel- 
quelle oder Symbiose war nicht nachweisbar. 


Kigene Untersuchungen 


Als ,,Nahrstoffe mit spezifischer Wirkung‘‘ wurden Aminosauren 
durchgetestet. Gegeniiber pi-Norvalin, pi-Leucin, pu-Alanin, p-Valin, 
Glycin, pu-Lysin, DL-Phenylalanin, pu-Threonin, pui-Tyrosin, px-Iso- 
leucin, DL-Ornithin, DL-Tryptophan, p1i-Norleucin, pu-Asparagin, DL- 
Serin, 6-Alanin und pL-«-Aminobuttersiure bestand keine Abhangig- 
keit. Es wurden Konzentrationen von 100 mg-°/, angewendet, wobei 
allerdings bei f-Alanin und puL-«-Aminobuttersiure-Konzentrationen 
tiber 25 mg-°/, wachstumsbehindernd wirkten. Mit anderen Worten: 
Keine dieser Aminosduren zeigte eine Wuchs- oder Nahrstoffwirkung. 
Die Thioaminosiuren Cystin-Cystein und Methionin ergaben jedoch 
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eine starke Wachstumsférderung. Das Tripeptid-Glutathion wies neben 
einer Wuchsstoffwirkung auch eine deutliche Nahrstoffwirkung auf. 
Von anorganischen Schwefelverbindungen wurden elementarer Schwefel, 
Thiosulfat und Natriumsulfid verwertet. 


Auf den Schwefelanteil bezogen, erwiesen sich die Thioaminosaduren 
gegeniiber den anorganischen Schwefelverbindungen als wirksamer. 
Bei einem ganz groben Vergleich verhalten sich Methionin/Cystin/Glu- 
tathion/Schwefelblume/Thiosulfat wie 1/2,5/4/10/40. Methionin zeigte 
beziiglich der Schwefelausnutzung den héchsten Wirkungsgrad. Die 
schlechtere Ausnutzung des anorganischen Schwefels ist, wie nach- 
gewiesen werden konnte, mindestens zum Teil auf entweichenden 
Schwefelwasserstoff zuriickzufiihren. Die schlechtere Ausnutzung des 
Cystins-Cysteins gegeniiber Methionin kann auf dhnlichen Tatsachen 
beruhen, da die Abspaltung von Schwefelwasserstoff aus Cystin bekannt 
ist (TANNERT). 


Als besonderer Umstand wurde bemerkt, daB die vom VEB Berlin- 
Chemie gelieferten chromatographisch reinen Glutaminsauren bei 
100 mg-°/, optimale Eintriibungen als Ausdruck des Keimwachstums 
zeigten, wobei eine ausgepragte Nahrstoffwirkung vermiBt wurde. Da 
diese Erscheinung schwer verstandlich war, wurden gleichlaufend 
Glutaminsaure ,,Merck*‘ und von VEB Berlin-Chemie nachgereinigte 
Glutaminsaure-Chargen getestet. Hierbei ergab sich fiir Glutaminsaure 
,,Merck** bei 100 mg-°/, eine praktische Wirkungslosigkeit als Wuchs- 
faktor und bei den nachgereinigten Berliner-Praparaten proportional 
zu den wiederholten Reinigungsprozessen eine Abnahme der Wuchs- 
stoffwirkung, ohne daB jedoch der Wirkungsgrad beziiglich der Reinheit 
des Merckschen Praparates erreicht wurde. 


Da eine Verunreinigung der Glutaminsdure mit Thioaminosauren (in 
1 g Glutaminsaure war chemisch kein Schwefel nachweisbar) angenom- 
men werden konnte, untersuchten wir die Brauchbarkeit der Pseudo- 
monas spec. zum Nachweis von Thioaminosduren (LINDE u. MEYER). 
Es wurde versucht, die Beziehungen zwischen den Konzentrationen der 
verwertbaren Schwefelverbindung und der Wachstumsintensitat her- 
auszustellen. Im Hinblick auf die praktischen Belange wurden nur die 
organischen Verbindungen eingehend untersucht. 


Methodik 


Als Testkeim diente die obenbeschriebene Psewdomonas-Art. Sie wird seit 

3 Jahren wichentlich iiber Blutagar-Platten passiert und hat wahrend dieser Zeit 

ihre Merkmale konstant beibehalten. Von einer frischen Subkultur wird etwas 

Material entnommen und in Koser-Saccharose-Lésung eingeimpft (Zusammen- 

setzung siehe oben!). Diese Kultur wird 24 Std bei 30° bebriitet, wobei die Fliissig- 

keit eine eben sichtbare Opalescenz erreicht. Diese Lésung dient als Impfmaterial. 
28* 


424 


K. LinpeE und H. MEryveEr: 


Die Testlésung besteht aus Koser-Lésung mit 1°/, Saccharose, der abgestufte 
Konzentrationen von Thioaminosiuren und Glutaminsaiure zugesetzt wurden. 
Auf 5 ml Nahrbodenansatz wurde mit einer Pipette ein Tropfen Impflésung tber- 
tragen und diese Kultur nunmehr 21 Tage bei 30° bebriitet. Da eine Sauretitration 


Extinktion 
S 


00102 oO4 08 mg %o 


Konzentration 


Abb. 1. Extinktionswerte der Pseudomonas- 
Kultur in Abhingigkeit von der Methionin- 
oder Cystin-Konzentration nach 21 Tagen 
Bebriitung bei 30° in linearer Auswertung 
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Abb. 2. Extinktionswerte der Pseudomonas- 
Kultur in Abhiingigkeit von der Glutamin- 
siiure-Konzentration nach 21 Tagen Bebriitung 
bei 30° in halblogarithmischer Auswertung. 
J t-Glutaminsiure chromatographisch rein 
UL 84018 VEB Berlin-Chemie. JJ L-Glutamin- 
siure chromatographisch rein VEB  Berlin- 
Chemie. /IJ L( +)-Glutaminsiure E. Merck AG. 
Darmstadt 
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nicht méglich ist, kam die Triibungs- 
dichte der Kultur zur Bewertung. Die 
Triibungswerte wurden mit dem Pulf- 
rich-Photometer und Filter S 72/53 bei 
einer Schichtdicke von 1 cm abgelesen. 
Jeder Ansatz wurde mit Kontrolle mehr- 
fach wiederholt. 


Ergebnisse 


Die aus mehreren Cystin- und 
Methionin-Testreihen —ermittelten 
Werte sind in Abb. 1 angegeben, wo- 
bei die Extinktion gemessen wurde. 
Unter diesen Bedingungen lassen 
die Daten eine lineare Abhangigkeit 
der Triibungsdichte von der Sub- 
stratkonzentration erkennen und 
gestatten eine hinlanglich genaue 
Auswertung bei Anwendung ent- 
sprechender Konzentrationen auf 
einer Testgeraden. Dabei ergibt sich, 
daB Methionin eine mehr als doppelt 
so groBe Wirksamkeit beziiglich der 
Wuchsstoffwirkung, bezogen auf das 
Schwefelaquivalent, als Cystin auf- 
weist. Signifikante Unterschiede be- 
ziiglich der Verwertung der D- oder 
L-Formen sowie der reduzierten oder 
oxydierten Verbindung bestehen 
nicht. 


Die Ergebnisse der Bestimmungen 
an Glutaminsaéure-Chargen sind in 
Abb. 2 aufgefiihrt. Auch in diesem 
Falle lassen sich Beziehungen ablesen, 
wobei im Gegensatz zum Cystein- 
Methionin die doppelte Konzentra- 
tionserhdhung eine nur 50°/,ige 
Triibungszunahme bedingt. Damit 
148t sich keine absolute Angabe fiir 
den Gehalt an Thioaminosduren 
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machen, da die Glutaminsiure-Kurven nicht mit den linearen Beziehungen 
bei Cystin und Methionin zu vergleichen sind. Wie weit dieser Umstand 
durch die bei steigenden Glutaminsiuredosen auftretende Nahrstoff- 
wirkung (Glutathion analog?) und Stimulationseffekte anderer Art be- 
dingt wird, kann nicht beurteilt werden. Soweit unsere Bestimmungen 
Aussagen zulassen, enthalt die Glutaminsaure offenbar energetisch ver- 
wertbare Beimengungen in nachweisbaren Mengen und mit Verunreini- 
gungen durch andere Aminosiuren ist zu rechnen. Die Nahrstoffwirkung 
der Glutaminsaure allein, d. h. die Eintriibung der Kulturen in Koser- 
lésung ohne Kohlenhydrat betragt bei den Praparaten unterschiedlich 
etwa 10—20°/, der Werte, die bei Anwesenheit von Kohlenhydrat ermit- 
telt werden. Mit anderen Worten: Etwa 1600 mg-°/, Glutaminsaure ohne 
Zucker geben dem Pseudomonas-Keim Wachstumsméglichkeiten, die 
chargenabhangig solche Triibungswerte ergeben, die dem Ansatz mit 
etwa 150—300 mg-°/, des Praparates in Koser-Saccharose-Lésung ent- 
sprechen. Beziiglich der Wuchsstoffwirkung ergibt das Mercksche 
Praparat gegeniiber dem chromatographisch reinen Material vom VEB 
Berlin-Chemie nur ungefahr ein Viertel der Wirksamkeit. 


Den Beweis dafiir, da die Wuchsstoffwirkung der Glutaminsaure auf 
geringe Beimengungen Cystin und Methionin zuriickzufiihren ist, lieferte 
die quantitative Bestimmung dieser Thioaminosauren im Mikrobialtest. 
Es wurden drei Praparate Glutaminsadure ausgewahlt: L-Glutaminsaure 
chromatographisch rein (VEB Berlin-Chemie) Charge UL 84018; L-Glut- 
aminsdure chromatographisch rein (VEB Berlin-Chemie); 1L(+-)-Glut- 
aminsaure (Merck). Eine 1°/,ige Losung von jedem Praparat wurde mit 
NaOH auf einen py-Wert von 6,5 eingestellt. 


Die mikrobiologischen Bestimmungsverfahren fiir Methionin und 
Cystin beschreibt Micxr. Das Wachstum von Leuconostoc mesenteroides 
P60 (ATCC 8042) ergibt in einem methionin- bzw. cystinfreien Nahr- 
medium, dem bestimmte Mengen dieser Aminosiuren zugesetzt werden, 
eine Eichkurve. Es wird die von den Bakterien gebildete Saure mit 
0,1n NaOH gegen Bromthymolblau als Indicator titriert. Aus dem 
Wachstum, welches dann auftritt, wenn in verschiedenen Konzentra- 
tionen Glutaminsaure zugesetzt wird, 1aBt sich erkennen, ob und wieviel 
Methionin bzw. Cystin in dem Glutaminsaure-Praéparat enthalten sind. 
Es fanden sich folgende Werte: 


Glutaminsaure chromatographisch rein: 0,18°/) L-Methionin 
UL 84018 0,259/, L-Cystin 
Glutaminsaure chromatographisch rein: 0,13°/, L-Methionin 
0,209/, L-Cystin 
Glutaminsaure Merck : 0,04°/, u-Methionin 
weniger als 0,01°/, L-Cystin 
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Diskussion 


Die Abhangigkeit des Pseudomonas-Keimes von den fiir ihn verwert- 
baren Schwefelverbindungen (Sulfat und Sulfit wird nicht reduziert) 
fiihrte zu der Feststellung, daB in chromatographisch reiner Glutamin- 
sdure noch erhebliche Mengen an Thioaminosiuren enthalten sein kén- 
nen. AuBer den in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesenen 
Thioaminosduren sind wahrscheinlich noch weitere verunreinigende 
Aminosauren in geringen Mengen vorhanden. In diese Problematik spielt 
die theoretisch und praktisch wichtige Frage hinein, wieweit die Méglich- 
keit besteht, da® auf Grund der Dipolwirkung beim Uberschuf8 der 
Glutaminsaure andere Aminoséuren mit abweichenden R,-Werten in 
begrenztem Umfang mit der Glutaminsiure wandern und einen gemein- 
samen Flecken im Chromatogramm bilden (Hats u. MAcExK). 


Mit dem Pseudomonas-Keim ist es méglich, in Aminosdure-Praparaten 
die Anwesenheit von verunreinigenden Thioaminosaéuren zu ermitteln. 
Ein Nachteil dieser Methode ist die relativ lange Versuchsdauer von 
21 Tagen und der damit gegebenen Gefahr einer Fremdinfektion, die 
allerdings bei sauberer Arbeit vermieden werden kann. Diesem Nachteil 
steht jedoch das sehr einfach herzustellende Medium gegeniiber. Man 
kann natiirlich mit diesem Keim nicht unterscheiden, welche Thioamino- 
sduren vorliegen, wohl aber, ob ttberhaupt Verunreinigungen dieser Art 
vorhanden sind und in welcher ungefaihren GréS8enordnung sich die 
Werte bewegen. Fiir die quantitative Bestimmung der Thioaminosauren 
ist der Pseudomonas-Keim nur bedingt verwendbar, da sich die Thio- 
aminosauren gegenseitig st6ren, was auch fiir andere Schwefelverbindun- 
gen auBer Sulfat und Sulfit zutrifft. Fiir reine Thioaminosdurepraparate 
kann der Test angewendet werden, wobei die Reinheit der Substanzen 
nach oben Gesagtem gewahrleistet sein mubB. Die GréBenordnung des 
Testbereiches liegt, entsprechend der unterschiedlichen Ausnutzung von 
Methionin und Cystin beziiglich des Schwefelanteiles, bei Methionin 
zwischen 0,1 und 0,8 mg-°/, und bei Cystin zwischen 0,1 und 1,6 mg-°/,. 


Aus der Verwertung von elementarem Schwefel und Thiosulfatschwefel 
1aBt sich ableiten, daB die Psewdomonas spec. nicht auf die Thioamino- 
siuren als solche, sondern nur auf deren Schwefelgehalt angewiesen ist. 
Dies scheint sich durch die gleichstarke Ausnutzung der D- und L-Form, 
sowie der reduzierten bzw. oxydierten Verbindung der Thioaminosauren 
zu bestatigen. Damit kénnen auch die sonst schlecht bzw. gar nicht 
erfaBbaren D-Knantiomorphen quantitativ erfaBt werden. Ein gleiches 
gilt fiir das Cystein. 


Es ist denkbar, daB mit diesem Pseudomonas-Keim die Thioamino- 
séuren aus solchen Praparaten mit einem biologischen Reinigungsver- 
fahren zu entfernen sind. 
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Zusammenfassung 


Kine Pseudomonas spec., deren Abhangigkeit von verwertbaren Nicht- 
Sulfat- oder Sulfit-Schwefelverbindungen bei einer Symbiosestudie fest- 
gestellt wurde, zeigt ein auffalliges Wachstum durch chromatographisch 
reine Glutaminsaure. 

Es wurde festgestellt, daB dieses Wachstum zum iiberwiegenden Teil 
auf Verunreinigungen der Glutaminsaure mit Thioaminosauren zuriick- 
zufiihren ist. Mit diesem Keim lat sich iibersichtsmaBig der Gehalt der 
Glutaminsaure an Gesamt-Thioaminosduren ungefaihr bestimmen. Die 
Reinsubstanz der jeweiligen Thioaminoséure bewirkt eine deutlich 
lineare Abhangigkeit des Wachstums von der Aminoséure-Konzentra- 
tion. Als Reinsubstanz kann nicht nur die L-Form, sondern auch die 
D-Form bei Methionin, sowie neben Cystin auch Cystein bestimmt 
werden. 
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